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Tollu podoben receptor 8 (TLR8) spada med endosomske receptorje in ima sposobnost 
prepoznavanja bakterijske in virusne enoverižne RNA. S tem povzroči aktivacijo številnih 
signalnih poti preko adaptorskih proteinov, kar pripomore k uravnavanju imunskega odziva. 
S terapevtskega vidika ima zaviranje neustrezne aktivacije teh receptorjev, ki jo povzroči 
gostiteljska RNA, pomembno vlogo pri zdravljenju rakavih obolenj, avtoimunskih bolezni 
in alergijskih stanj. Zaradi tega so predmet obsežnih raziskav prav spojine, ki delujejo 
antagonistično na TLR8.  
S pomočjo molekulskega modeliranja je bila odkrita nova generacija antagonistov TLR8, 
katere predstavnik je 4-(furan-2-il)-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amin. 
Na podlagi njegove strukture smo sintetizirali 12 derivatov 4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amina, jih ovrednotili z različnimi analitskimi tehnikami ter 
preverili njihovo biološko aktivnost. Njihova sinteza je potekala v štirih stopnjah. V prvi 
stopnji smo izvedli reakcijo med ketonom in estrom ob prisotnosti močne baze. Nastali 1,3-
diketon smo nato v drugi stopnji sinteze kondenzirali s S-metilizotiosečnino. Temu je sledila 
oksidacija sulfidne skupine do sulfonske, na katero smo preko nukleofilne aromatske 
substitucije uvajali različne aminske in aminokislinske derivate. Končne spojine smo nato 
biokemijsko ovrednotili in jim določili njihovo antagonistično delovanje na TLR8 ter 
citotoksičnost. 
Na podlagi odnosa med strukturo spojine in njenim antagonističnim delovanjem, smo 
ugotovili, da ima pomembno vlogo pri antagonističnem delovanju prisotnosti aromatskega 
obroča na mestu 2 pirimidinskega obroča. Le-ta se optimalno prilega v vezavni žep TLR8 in 
lahko tvori π-π ter hidrofobne interakcije. Pomembno vlogo imata tudi položaj in narava 
substituenta vezanega na benzenov obroč. Slednji mora biti vezan na para mesto, da 
zagotavlja antagonistično delovanje, prisotnost elektron-donorske skupine, ki omogoča 
tvorjenje vodikovih vezi, pa antagonistično delovanje samo še ojača.  
Za najmočnejši antagonist se je izkazala spojina 16 s hidroksimetilno skupino vezano na 
para mestu aromatskega obroča. Zaradi zelo obetavnih rezultatov smo spojini 16 določili 
tudi vrednost IC50, ki je znašala 8,2 µM. S tem lahko potrdimo, da spojina 16 predstavlja 
velik potencial za nadaljnje študije ter pomemben korak pri razvoju učinkovine, ki bi lahko 
pripomogla k zdravljenju avtoimunskih bolezni in raka. 
 




Toll-like receptor 8 (TLR8) belongs to endosomal receptors and has the ability to recognize 
bacterial and viral single-stranded RNA. This causes the activation of many signalling 
pathways via adapter proteins, which helps regulating the immune response. From a 
therapeutic aspect, inhibition of improper activation of these receptors, by host RNA, plays 
an important role in the treatment of cancer, autoimmune and allergic diseases. Therefore, 
the subjects of extensive research are precisely the compounds with antagonistic activity on 
TLR8. 
Using molecular modelling, a new generation of TLR8 antagonists was discovered, which 
is represented by 4-(furan-2-yl)-N-(tyofen-2-ylmetyl)-6-(trifluoromethyl)-pyrimidin-2-
amine. Based on its structure, 12 derivatives of 4-(furan-2-yl)-6-(trifluoromethyl)-
pyrimidin-2-amine were synthesized, evaluated by various analytical techniques and their 
biological activity was also determined. Their synthesis took place in four steps. In the first 
step, a reaction between a ketone and an ester was performed in the presence of a strong 
base. The resulting 1,3-diketone was then condensed with S-methylisotiourea in the second 
step of the synthesis. This was followed by oxidation of the sulfide group to the sulfonic 
group, to which various amines and amino-acid derivatives were introduced via nucleophilic 
aromatic substitution. The final compounds were then biochemically evaluated to determine 
their antagonist activity on TLR8 and cytotoxicity.  
Based on the relationship between the structure of the compound and its antagonist activity, 
we found out that the presence of an aromatic ring at the position 2 of the pyrimidine ring 
plays an important role in the antagonist activity. It fits the TLR8 binding pocket and could 
form π-π and hydrophobic interactions. The position and nature of a substituent on the 
benzene ring also play an important role. It must be on the para position to achieve 
antagonist activity, and the presence of an electron-donor group, which could form hydrogen 
bonds, increases the potency of antagonist activity. 
Compound 16 with a hydroxymethyl group attached to the para position on the aromatic 
ring proved to be the most potent antagonist. Due to very promising results, the IC50 value 
of 8,2 µM was also determined for compound 16. Thus, we can confirm that compound 16 
represents a great potential for further studies and important step in the development of 
ingredient drug that could help in the treatment of autoimmune diseases and cancer. 
 






APC antigen predstavitvene celice 
CD+4 T-celice pomagalke 
CD+8 citotoksični limfociti T 
CpG enoverižno linearno zaporedje citozina in gvanina, ločeno s 
fosfatno skupino (5’-C-fosfat-G-3’) 
DAMP molekulski vzorec, ki je povezan s poškodbami in 
nevarnostmi (ang. damage-associated molecular pattern) 
DC dendritične celice 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
DMEM Dubleccov modificiran medij (ang. Dulbecco's Modified 
Eagle Medium) 
DMF dimetilformamid 
DMSO dimetil sulfoksid 
ESI ionizacija z razprševanjem (ang. electrospreyer ionization) 
FBS fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
HEK293 človeške embrionalne ledvične celice 293 ( ang. human 
embryonic kidney 293 cells) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločjivosti (ang. high 
performance liquid cromatography) 
HRMS masna spektrometrija visoke ločjivosti (ang. high resolution 
mass spektrometry) 
hTLR-8 humani TLR-8 
IL interlevkin 
INF interferon 
IRAK-1 kinaza, povezana z receptorjem IL-1 (ang. IL-1 receptor 
associated kinase) 




MCP-1  kemoatraktantni protein za monocite (ang. monocyte 
chemoattractant protein-1) 
mDC mieloidne dendritične celice 
MHC glavni histokompatibilnostni kompleks (ang. major 
histocompatibility complex) 
MIP-1β  makrofagni vnetni protein 1β (ang. macrophage 
inflammatory protein-1β) 
MyD88 mieloidni diferenciacijski dejavnik 88 (ang. myeloid 
differentiation factor 88) 
MS masna spektrometrija (ang. mass spektrometry) 
MTT 3-((4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid  
NF-κB  jedrni dejavnik κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) 
NK naravne ubijalke (ang. natural killers) 
NMR jedrska magnetno-resonančna spektroskopija (ang. nuclear 
magnetic resonance spektroscopy) 
PAMP molekulski vzorec, ki je povezan s patogeni (ang. pathogen-
associated molecular pattern) 
PBS fosfatni pufer (ang. phosphate-buffered saline) 
PLD pegiliran liposomski doksorubicin 
Rf retencijski faktor (ang. retention factor) 
RNA ribonukleinska kislina 
SEAP sproščena oblika embrionalne alkane fosfataze (ang. secreted 
embryonic alkaline phosphatase) 
SLE sistemski lupus eritematozus 
TIR Toll/interlevkin 1 receptorska domena 
TLC tankoplastna tekočinska kromatografija (ang. thin layer 
cromatography) 
TLR Tollu podobni receptor (ang. Toll-like receptor) 




TRAF-6 dejavnik, povezan z receptorjem za TNF (ang. TNF receptor-
associated factor-6) 




Rak predstavlja kompleksen patološki proces, ki izvira iz sprememb v genomu. Posledično 
sta zaradi tega tudi njegovo odkritje in izbira primernega zdravljenja zahtevna. Kljub temu, 
da je bila bolezen prvič omenjena že v času Starega Egipta, še danes velja za enega vodilnih 
vzrokov smrti v Zahodnem svetu in se po stopnji umrljivosti uvršča takoj za 
kardiovaskularnimi boleznimi (1). Vse več je tudi ljudi z diagnosticirano avtoimunsko 
boleznijo, pri kateri gre za neustrezno delovanje imunskega sistema. Ti bolniki predstavljajo 
več kot 4 % svetovnega prebivalstva (2). Vse to so razlogi, da se na tem področju še danes 
odvijajo številne raziskave v prid iskanja novih terapij z namenom zmanjšanja posledic, ki 
jih povzročita omenjeni bolezni, in ohranitve vitalnega življenja. Hkrati pa je težnja 
usmerjena tudi k izboljšanju končnih izidov zdravljenja ter s tem znižanju stopnje umrljivosti 
za rakom ter avtoimunskimi boleznimi.  
1.1. RAK 
Nastanek raka na celični ravni povezujemo z okvarjenim nadzorom celične delitve ter 
odmiranjem celic, kar vodi v nebrzdano razmnoževanje in razraščanje celic v telesu. Celica 
začne delovati neodvisno od ostalih vplivov zaradi njenih strukturnih in fizioloških 
sprememb. Maligni tumor nastane v procesu, ki je sestavljen iz več stopenj. Nepovratne 
spremembe, izražene na celicah, omogočijo njihovo razmnoževanje in rast, dokler jim ne 
zmanjka hranil in kisika. Temu sledi faza angiogeneze, v kateri pride do proliferacije nove 
žilne mreže, s pomočjo katere si tumorske celice zagotovijo vse potrebno za nadaljnji razvoj. 
Vraščati se lahko začnejo v sosednja tkiva, začnejo prodirati skozi stene kapilar in limfnih 
vodov ter se zasidrajo v bezgavkah. Kasneje se lahko s krvjo prenesejo tudi do ostalih 
organov, kjer začnejo tvoriti zasevke (3). 
1.1.1. DEJAVNIKI RAZVOJA RAKA 
Dejavnikov tveganja, ki vplivajo na njegov razvoj, je veliko. Mednje sodijo starost, spol, 
dedni dejavniki, okužbe z virusi DNA in RNA, kemični dejavniki ter neionizirajoča in 
ionizirajoča sevanja (slika 1). K večji dovzetnosti za razvoj neoplazije pa pripomorejo tudi 
čezmerna telesna teža, premajhna telesna aktivnost in nezdrava prehrana, kamor sodita tudi 
kajenje in alkohol. Vsi ti dejavniki lahko neposredno ali posredno povzročijo mutacijo preko 




Slika 1: Shematski prikaz razvoja neoplazije. Prirejeno po 5. 
 
1.1.2 ZDRAVLJENJE Z IMUNOTERAPIJO 
Imunoterapija je ena izmed metod za zdravljenje raka, kamor spadajo tudi kirurški poseg, 
radioterapija, kemoterapija in tarčna zdravila. Njeno delovanje se razlikuje od ostalih metod 
zdravljenja, saj ne deluje neposredno na rakave celice, temveč spodbudi bolnikov imunski 
sistem, da selektivno prepozna rakavo celico ter jo napade. Imunskemu sistemu omogoči 
tudi aktivacijo dolgotrajnega spomina, da se odziva na to bolezen (6).  
Imunoterapija lahko deluje tako, da zaustavi ali upočasni rast rakavih celic, prepreči 
napredovanje in širjenje raka v druge dele telesa ali pa prispeva k boljšemu delovanju 
imunskega sistema ter uničenju rakavih celic. Danes poznamo različne vrste imunoterapije, 
kamor sodijo nekatera cepiva proti raku, zdravljenje z monoklonskimi protitelesi ter 
nespecifična imunoterapija, ki vključuje zdravljenje z IL, INF in gensko spremenjenimi 
virusi (onkolitična virusna terapija) (7). 
Temelji imunoterapije segajo predvsem v dobro poznavanje in delovanje kontrolnih točk ter 
možnost njihovega zaviranja. Nadzorne točke so receptorji, ki skrbijo za pravilno regulacijo 
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imunskega sistema. Rakave celice lahko preko delovanja nadzornih točk zavirajo limfocite 
T ter se s tem izognejo propadu in uničenju. Z uporabo zaviralcev kontrolnih točk odklenemo 
zavrt imunski sistem ter mu omogočimo njegovo pravilno delovanje in s tem uničenje 
rakavih celic (6).  
1.2 AVTOIMUNSKE BOLEZNI 
Avtoimunska bolezen nastane zaradi prevelikega imunskega odziva na zdrave celice, ki jih 
telo prepozna kot tujek. Zaradi tega jih imunski sistem poskuša uničiti s proizvajanjem avto-
protiteles. To so protitelesa, ki napadejo lastne celice in s tem poškodujejo tkiva in organe. 
Poznamo antigensko specifične avtoimunske bolezni, ki so posledica napada specifične vrste 
celic in sistemske avtoimunske bolezni, ki zajemajo napad več različnih vrst celic. Sem 
spada sistemski lupus eritematozus (SLE), katerega patološke lezije lahko zavzamejo 
različna tkiva in organe. Imunski sistem pri bolnikih s SLE tako čezmerno proizvaja avto-
protitelesa, ki veljajo za označevalce antigensko specifičnega T-celičnega odziva. Za 
njihovo sintezo pa so potrebne celice T (npr. pri multipli sklerozi), CD4+ in CD8+ celice T, 
v nekaterih primerih tudi CD4+ T-celice pomagalke, ker so sposobne posredovati 
avtoimunske poškodbe različnih organov in tkiv (2).  
1.2.1 DEJAVNIKI RAZVOJA AVTOIMUNSKIH BOLEZNI 
Razvoj avtoimunskih bolezni je odvisen od genskih lastnosti posameznika in okolja, v 
katerem se ta nahaja. Nekateri nespecifični geni lahko vplivajo na spremenjeno reaktivnost 
imunskega sistema. Tudi razne tkivne spremembe vplivajo na imunski sistem in njegovo 
spremenjeno delovanje ter delovanje limfocitov. Med okoljske dejavnike štejemo 
mikroorganizme, viruse, bakterijsko DNA, lipopolisaharide, ki lahko izboljšajo antigenski 




Slika 2: Shematski prikaz razvoja avtoimunske bolezni. Prirejeno po 2. 
1.3 IMUNSKI SISTEM 
Imunski sistem je naravni obrambni mehanizem, ki telo ščiti pred tujki. Sestavljen je iz več 
faz, in sicer iz prepoznave, odstranjevanja tujka ter imunskega spomina. Poznamo dve vrsti 
imunosti. To sta prirojena in pridobljena imunost. Prirojena ali naravna imunost je manj 
specifična, hitro delujoča ter pogosto prešibka za ubranitev pred napadom rakavih celic. 
Pridobljena ali specifična imunost pa povzroči počasnejši in bolj specifičen odgovor na tujke 
v telesu ter je bistveno učinkovitejša pri raku. Imunski sistem sestavljajo primarni in 
sekundarni limfatični organi, telesne tekočine, celice, topni mediatorji (citokini, protitelesa, 
komplement), ki telesu zagotovijo zaščito pred okužbami, rakom ter drugimi boleznimi (6). 
1.3.1 PRIROJEN IMUNSKI SISTEM 
Prirojen imunski sistem pri ljudeh sestavljajo prirojene imunske celice, kot so makrofagi, 
monociti, nevtrofilci, eozinofilci, bazofilci, naravne celice ubijalke (NK), celice T, 
dendritične celice (DC), mastociti ter limfoidne celice. Te celice izločajo humoralne 
komponente komplementov, citokine, kemokine in druge protimikrobne peptide. Prirojene 
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imunske celice so sposobne sprožiti vnetni imunski odziv, saj izražajo številne receptorje za 
prepoznavo vzorcev. Sem sodijo tudi receptorji TLR. Prva odkritja teh receptorjev sodijo v 
leto 1988, kjer so jih identificirali pri sadni muhi (lat. Drosophila melanogaster). Leta 1997 
pa je prepoznava enega izmed TLR pri ljudeh odprla novo področje prirojene imunosti in 
nadgrajevanja znanja imunologije. V zgodnji fazi okužbe sprožijo učinkovit prirojeni 
imunski odziv, saj so TLR zaslužni za prepoznavo vzorcev. V kasnejših fazah razvoja 
okužbe pa le-ti uravnavajo nastanek pridobljenega imunskega odziva (7). 
1.3.2 PRIDOBLJEN IMUNSKI SISTEM 
Pridobljen imunski sistem ima sposobnost zatreti napredovanje tumorja, saj inducira antigen 
specifičen tumorski odziv preko T celic pomagalk, hkrati pa vpliva tudi na zorenje 
dendritičnih celic. Dendritične celice so ene izmed celic imunskega sistema in imajo 
osrednjo vlogo pri njegovem delovanju. Sposobne so izzvati nastanek specifičnega 
imunskega odziva ter določati njegov obseg, lastnosti in trajanje. Vzdržujejo tudi toleranco 
na telesu lastne antigene. Spadajo med antigen predstavitvene celice (APC), kamor sodijo 
tudi makrofagi in limfociti B. S fagocitozo ali endocitozo lahko prevzemajo tumorske, 
virusne in bakterijske antigene, ali pa tiste, ki nastanejo zaradi tkivnih poškodb. Kasneje jih 
predelajo in predstavijo na površini s pomočjo molekul MHC. Zrele dendritične celice 
potujejo v sekundarne limfatične organe, kjer limfocitom T predstavijo privzete antigene in 
jih aktivirajo. Tudi TLR so udeleženi v prepoznavanju različnih produktov patogenov. TLR 
8 sodeluje skupaj z dendritičnimi celicami pri prepoznavi enoverižne RNA in s tem igra 
pomembno vlogo pri imunskemu odzivu in prepoznavanju virusnih okužb (8). 
1.4 TOLLU PODOBNI RECEPTORJI 
Tollu podobni receptorji (TLR) veljajo za potencialno učinkovite terapevtske tarče za 
zdravljenje številnih bolezni. V zadnjih nekaj letih so predmet obsežnih raziskav, saj naj bi 
imeli pomembno vlogo pri razvoju in napredovanju raka, sepse, avto-imunih bolezni ter 
infekcij (9). To možnost jim omogoča vključevanje v uravnavanje imunskega odziva, zato 
je velika pozornost namenjena odkrivanju novih majhnih TLR modulatorjev (10). 
1.4.1. SPLOŠNE ZNAČILNOSTI IN NJIHOVO DELOVANJE  
Tollu podobni receptorji so receptorji, ki so vključeni v prepoznavanje vzorcev ter s tem 
aktiviranju imunskega sistema (9). Spadajo med transmembranske proteine, ki so udeleženi 
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tako pri pridobljenem kot tudi prirojenem imunskem odzivu. Njihova sinteza poteka v 
endoplazmatskem retikulumu, od koder z Golgijevim aparatom potujejo bodisi v celično 
membrano ali pa v notranje dele celice (npr. endosome) (7). Sestavljeni so iz znotrajcelične 
domene, ki jo sestavlja Toll/interlevkin 1 receptor (TIR), zunajcelične domene, ki vsebuje z 
levcinom bogate ponovitve ter ektodomene, pri kateri se posamezni tipi receptorjev 
razlikujejo v vsebujočih aminokislinah (10). 
S pomočjo prepoznavanja molekulskih vzorcev, ki so povezani s patogeni (PAMP) ali 
poškodbami (DAMP), zaščitijo gostiteljev organizem, tako da sprožijo imunski odziv. Po 
vezavi liganda na TLR se aktivira znotrajcelična TIR domena in le-ta posledično sproži 
signaliziranje preko adapterskih proteinov. Signalna transdukcijska kaskada nato vpliva na 
povečan nastanek vnetnih citokinov in kemokinov (10).  
1.4.2. TIPI TOLLU PODOBNIH RECEPTORJEV 
Poznamo več tipov Tollu podobnih receptorjev. Do danes je bilo ugotovljenih 10 aktivnih 
TLR pri človeku ter 13 pri laboratorijskih miših. Njihovo mesto izražanja igra pomembno 
vlogo pri prepoznavanju vzorcev. TLR tipa 1, 2, 4 in 6 prepoznavajo sestavne dele celične 
stene mikrobov ter njihovih membran, ki so izražene na celični površini. TLR tipa 3, 7, 8 in 
9 pa so izraženi izključno v znotrajceličnem prostoru in prepoznajo mikrobno nukleinsko 
kislino (11). TLR1 in TLR6 lahko heterodimerizirata s TLR2 ter služita za prepoznavo 
peptidoglikana, lipoproteinov in lipopeptidov. TLR3 prepozna dvoverižno RNA, TLR5 pa 
bakterijski flagelin. Enoverižno RNA lahko prepoznata TLR7 in TLR8, ki sta si strukturno 
zelo podobna. TLR9 prepozna CpG bakterijskih in virusnih DNA (12). 
1.5 TOLLU PODOBEN RECEPTOR 8 
Ker v človeških mieloidnih celicah poteka specifična ekspresija TLR8, to nakazuje na 
potencialno ugodno izhodišče za zdravljenja raka. Njihova aktivacija imunskega sistema bi 
lahko zaustavila rast tumorja znotraj njegovega mikrookolja s pomočjo mieloidnih 
dendritičnih celic, ki bi tumor infiltrirale. Nadaljnja fagocitoza nekrotičnih celic pa naj ne bi 
povzročila navzkrižne predstavitve tumorskih antigenov ter s tem njihovega zaščitnega 
citotoksičnega T-celičnega odziva (13). 
Tollu podoben receptor 8 (TLR8) strukturno predstavlja homodimer, ki se v neaktivni obliki 
nahaja v membrani endosoma. TLR8 se od ostalih endosomno izraženih TLR, ki se nahajajo 
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pri ljudeh, loči po videzu na celicah mDC, monocitih in NK. Spada med znotrajcelične 
receptorje in ima sposobnost prepoznave enoverižne RNA, bogate z uridinom, ki jo najdemo 
pri virusih in bakterijah. Po vezavi liganda na ektodomeno, ki se nahaja v notranjosti 
endosoma, pride do njegovih strukturnih sprememb. To povzroči aktivacijo različnih 
signalnih poti preko adaptorskih proteinov (14). Ključni adaptorski protein, ki igra osrednjo 
vlogo pri signaliziranju, je MyD88. Njegova signalizacija lahko poteka preko več 
receptorjev, ki se nahajajo v plazemski membrani ali v endosomih. Po vezavi liganda na 
TLR se s pomočjo MyD88 sproži kaskada reakcij, v katero sta udeležena kinaza IRAK-1 in 
kompleks TRAF-6 (slika 3). S tem pride do aktivacije transkripcijskih faktorjev, IRF-7 in 
NF-κB, ki uravnavajo proizvodnjo vnetnih citokinov in kemokinov, kot recimo TNF, IL-6, 
INF-1 (12). Povečano izločanje teh molekul povzroči kemotakso imunskih celic, spodbuja 
fagocitozo in sproži nastanek pridobljenega imunskega odziva, torej odigra vlogo efektorjev 
(14). 
 
Slika 3: Prikaz signaliziranja TLR8. Prirejeno po 12. 
1.5.1 AGONISTI TOLLU PODOBNEGA RECEPTORJA 8 
Delujejo na različnih podmnožicah celic T in povečujejo njihove odzive, kar vpliva na 
izboljšanje učinkovitosti zdravljenja z imunoterapijo. Aktivacija celic T je sestavljena iz treh 
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faz. V začetni fazi APC pošiljajo naivnim T-celicam signale za proliferacijo in regulacijo 
različnih efektorskih molekul. Sledi kontrakcijska faza, v kateri aktivacija povzroči 
indukcijo celične smrti. Preživele T-celice vstopijo v zadnjo fazo, kjer postanejo dolgožive 
spominske T-celice. Slednje so sposobne samoobnovitve in odzivanja na antigene, njihovo 
preživetje pa je odvisno od specifičnih citokinov (15).  
Prednosti agonistov TLR8 so, da: 
➢ aktivirajo dendritične celice, 
➢ s signalizacijo vplivajo na homeostazo, vzdrževanje in preživetje spominskih T-
celic, 
➢ stimulirajo proliferacijo, 
➢ imajo vlogo efektorjev, 
➢ povečujejo signale T-celičnega receptorja, 
➢ so odporni na zaviralne učinke regulatornih T-celic, 
➢ zmanjšujejo supresijo. 
(15) 
Njihove slabosti pa so: 
➢ zaviranje imunosti, 
➢ toleranca T-celic, 
➢ nizka afiniteta tumorskih antigenov, 
➢ nezadostna aktivacija T-celičnega receptorja, 




Izsledki o imunomodulatorjih in hkratni aktivaciji prirojene imunosti so spodbudili 
raziskovalce, da bi učinkovitost te kombinacije dokazali na primeru motolimoda (slika 4). 
To majhno molekulo, znano tudi pod imenom VTX-2337, sestavlja 2-aminobenzazepinsko 




Slika 4: Struktura motolimoda. 
Predklinične študije so opravili na miših, ki so bile rekonstruirane s človeškim imunskim 
sistemom. V terapiji s pegiliranim liposomskim doksorubicinom (PLD) večjih sprememb v 
rasti tumorja pri njih niso opazili. Kombinacija PLD in motolimoda pa je izrazito upočasnila 
rast tumorja, saj sta obe zdravili aktivirali monocite in T-celice (13).   
V kliničnih študijah pri bolnikih z rakom jajčnikov so prav tako dokazali učinkovitost 
motolimoda v kombinaciji s PLD ali paklitakselom. Kombinirana terapija tako spodbudi 
delovanje TLR8 in imunski odziv preko povečanega izražanja mediatorjev vnetja. Do 
povečanega izražanja IL-12 in TNFα je prišlo zaradi aktivacije NF-κB v mieloidnih 
dendritičnih celicah. Močna stimulacija monocitov pa je povzročila povečan nastanek 
citokinov in kemokinov, kot so  IL-6, MCP-1, MIP-1β. Nadaljnje klinične študije so še v 
teku (13).  
1.5.2 ODNOS MED STRUKTURO IN DELOVANJEM AGONISTOV 
TOLLU PODOBNEGA RECEPTORJA 8 
V preteklih raziskavah so bile odkrite majhne molekule agonistov TLR8, ki posnemajo 
ligande, kot sta resikvimod in 8-oksoadenin. S pomočjo slednjega in njegove substitucije na 
položaju N-9 z različnimi heterocikličnimi skupinami (slika 5) so raziskovalci odkrili šest 
oksoadeninov, ki aktivirajo človeški TLR8 v nizkem mikromolarnem območju (16). 
 




Največji vpliv na aktivnost imata dolžina verige in velikost obroča, dodana na položaju 9 
(R9), medtem ko kiralnost pri tem nima večjega pomena. S povečevanjem dolžine verige 
veznika pri aminoalkilnih substituentih je naraščala tudi njihova jakost delovanja. Največjo 
selektivnost na TLR8 je dosegel 6-amino-2-butoksi-9-(2-aminobutil)-7,9-dihidro-8-H-
purin-8-onijev klorid. Na aktivnost vpliva tudi dodan heterociklični obroč. V primeru 
dodanega piperidina je pomemben položaj dušika v obroču. 4-piperidinilmetilna skupina 
močneje aktivira TLR8 v primerjavi s 3-piperidinilmetilno. Z dodano aminoalkilno ali 
hidroksialkilno skupino na heterociklični obroč pa se poveča jakost delovanja TLR8. 
Najboljšo selektivnost je izkazala hidroksietilna skupina vezana na piperidinski obroč, 
sledila pa ji je aminoetilna skupina. Kiralnost N-heterocikličnega substituenta pa ima 
zanemarljiv vpliv na aktivnost TLR8 in indukcijo citokinov. Največji vpliv na povečano 
sproščanje IFNα in TNFα je imela spojina, ki je vsebovala butilno verigo skupaj s 
piperidinskim obročem. Selektivno sproščanje IFNα sta povzročili vezavi azetidinilnega ali 
pirolidinilnega obroča na 8-oksoadenin (16). Prav tako je bila ugotovljena pomembnost 
položaja 2 (R2) v molekuli agonista. Zamenjava vodikovega atoma na položaju 2 (R2) 
oksoadenina z 1-(S)-metilbutoksi skupino izrazito poveča jakost delovanja TLR8. Medtem 
ko butoksi skupina in ostale verige s tremi ali štirimi ogljikovimi atomi ter dodatnimi kisiki 
tega niso dosegle. Pri tem je pomembno vlogo igrala tudi absolutna konfiguracija, saj se 
izomer z 1-(R)-metilbutoksi skupino ni izkazal za učinkovitega (17). 
 
 1.5.3 ANTAGONISTI TOLLU PODOBNEGA RECEPTORJA 8 
Raziskovalci antagonistov TLR8 opisujejo ugotovitve o koristnosti njihove uporabe pri 
zdravljenju raka in alergijskih stanj (14). Zaradi kemoterapije bolnikove celice začnejo 
odmirati in pri tem sproščati endogene molekule, ki jih TLR lahko prepoznajo. S tem 
sprožijo prirojen imunski odziv, ključen za premagovanje raka (18). Udeleženi naj bi bili 
tudi v razvoj avtoimunskih bolezni, kot sta revmatoidni artritis in sistemski eritematozni 
lupus. Pri obeh naj bi bilo zaviranje TLR8 terapevtsko učinkovito, saj razvoj avtoimunskih 
bolezni poteka preko neustrezne aktivacije receptorjev, ki jih sproži človeška nukleinska 
kislina (14). Zdravljenje revmatoidnega artritisa in sistemskega eritematoznega lupusa 
trenutno vključuje antimalarijska zdravila, kot je na primer hidroksiklorokin. Le-ta deluje 
tudi kot antagonist TLR8. Prav tako se je za učinkovitega izkazal derivat kinazolina, CPG-
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52364, ki je v predkliničnih študijah dokazano zatrl napredovanje sistemskega 
eritematoznega lupusa in ostalih avtoimunskih bolezni. Tudi ta je deloval kot antagonist 
TLR8 ter s tem odprl novo področje potencialno uporabnih učinkovin pri zdravljenju 
avtoimunskih bolezni. Še boljše rezultate pa je izkazal v kombinirani terapiji in s tem 
spoznanjem prešel v nadaljnja klinična testiranja (11).  
 
Slika 6: Struktura kinazolinskega derivata CPG-52364. 
V številnih novejših študijah je bilo dokazano, da k patogenezi različnih avtoimunskih 
bolezni prispeva prekomerna aktivacija endosomskih TLR. Potencial antagonistov TLR8 se 
tako izkazuje predvsem v njihovem protivnetnem delovanju. Sinteza ustreznih spojin, ki 
delujejo antagonistično na TLR8 in predstavljajo potencialne terapevtske tarče, pa velja za 
zahteven proces. Terapevtske spojine morajo vključevati možnost tvorbe kompleksa med 
proteinom in RNA, hkrati pa vsebovati razširjene in prilagodljive vmesnike (18).  
Med prve učinkovite antagoniste TLR8 spada majhna molekula CU-CPT8m. Njeno jedro 
je sestavljeno iz 7-fenilpirazol [1,5-a] pirimidina. CU-CPT8m zna prepoznati vezavni žep 
TLR8, njena vezava pa temelji na komplementarnosti in velikosti same molekule (19).  
 
Slika 7: Struktura CU-CPT8m. 
V predkliničnih študijah se ni izkazala za citotoksično, njena jakost delovanja pa je bila 
ugotovljena v nanomolarnem območju. Spada med prve v literaturi objavljene antagoniste 
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TLR8. Je selektivna, saj ima sposobnost neposredne prepoznave TLR8, hkrati pa tudi 
zmanjšuje vnetni odziv v celicah, ki prekomerno izražajo TLR8 (18).  
Terapevtski potencial močnih in selektivnih zaviralcev TLR8 so preizkušali na človeških 
vzorcih bolnikov z osteoartritisom, revmatoidnim artritisom in Stillovo boleznijo. Dokazali 
so zaviralne učinke CU-CPT8m na sproščanje vnetnih citokinov (TNFα in IL-1) v odvisnosti 
od odmerka. S tem so potrdili pomembno vlogo antagonistov TLR8 pri vnetnih motnjah in 
avtoimunskih boleznih. Vse to pa predstavlja novo potencialno terapevtsko strategijo 
lajšanja simptomov pri bolnikih z avtoimunsko boleznijo (18).  
Filogenetska in strukturna podobnost med TLR7 in TLR8 raziskovalcem otežuje načrtovanje 
ustreznih spojin, ki bi delovale specifično samo na en receptor. Oba veljata za endosomska 
receptorja in prepoznavata enoverižno RNA. Minimalne razlike so prisotne le v nekaterih 
homolognih zaporedjih in strukturi. Zato je odkritje CU-CPT8m pomembno zlasti zaradi 
njegove specifičnosti in selektivnosti ter predstavlja molekulo, ki bo služila za nadaljnje 
raziskave antagonistov TLR8 (18). 
Na podlagi razumevanja vezave in tvorbe interakcij CU-CPT8m z vezavnim mestom so 
odkrili drugo generacijo antagonistov TLR8. Strukturno racionalno načrtovanje je privedlo 
do spojin, ki delujejo v pikomolarnem območju in imajo večjo afiniteto vezave. To jim 
omogočata tvorba dodatnih interakcij v vezavnem žepu in stabilizacija receptorja. Najboljšo 
selektivnost sta izkazali spojini CU-CPT9a (a) in CU-CPT9b (b), ki vsebujeta 4-
fenilkinolinsko jedro (slika 8) (19).  
 




Kasneje so raziskovalci s pomočjo molekulskega modeliranja, ki je temeljil na 
eksperimentalnih rezultatih prejšnjih raziskav agonistov TLR8, prišli do odkritja spojin, ki 
bi prav tako lahko obetale novosti na področju zdravljenja različnih bolezni. 
Najučinkovitejše spojine so izkazale delovanje v nizkem mikromolarnem koncentracijskem 
območju in niso vplivale na celično preživetje. Dobljene spojine zavirajo aktivacijo NF-κB 
ter s tem pretiran vnetni odziv. Prav tako zmanjšajo izločanje citokinov (TNF, IL-8). Kljub 
strukturni podobnosti TLR7 in TLR8 jim je uspelo dokazati tudi selektivno delovanje na 
TLR8 (14). 
Na podlagi trditve, da se tako agonisti kot tudi antagonisti podobno vežejo na tarčno mesto, 
so raziskovalci odprli novo poglavje antagonistov TLR8. Glede na način vezave TLR8 in 
oblike vezavnega žepa je bil oblikovan 3D farmakofor. Z vezavnim mestom je tvoril 
aromatsko interakcijo, donorsko in dve akceptorski vodikovi vezi. Vseboval pa je tudi dve 
hidrofobni območji. Z njegovo pomočjo so lahko zmanjšali število zadetkov in izključili 
tiste, ki se ne vežejo ustrezno. Poseben poudarek je bil na medmolekulskih interakcijah. 
Glede na to, da se molekulska tarča nahaja v znotrajceličnem prostoru, so morali upoštevati 
tudi fizikalno-kemijske lastnosti spojin. Tako so pridobili devet spojin, od katerih so se tri 
izkazale za antagoniste TLR8. Najboljše rezultate je dosegla spojina 4-(furan-2-il)-N-
(tiofen-2-ilmetil)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amin (c), ki je derivat pirimidina (slika 9). V 
naslednji seriji molekulskega rešetanja je bila slednja uporabljena kot izhodna spojina. Na 
podlagi njene oblike in strukturne podobnosti ter fizikalno kemijskih lastnosti so bile 
kupljene še 4 dodatne spojine. Dve izmed njih sta izrazito zmanjšali odziv TLR8 in se 
izkazali za antagonista TLR8. To sta spojini  N-(butil)-4-(tiofen-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin (d) in 4-(fenil)-N-(tiofen-2-ilmetil)-6-
(trifluorometil)pirimidin-2-amin (e) (14). 
                                  
Slika 9:Struktura antagonistov TLR8. 
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1.5.4 ODNOS MED STRUKTURO IN DELOVANJEM 
ANTAGONISTOV TOLLU PODOBNEGA RECEPTORJA 8 
Pirimidin je heterociklična dušikova aromatska spojina in omogoča antagonistom TLR8 
tvorbo hidrofobnih / π-π interakcij s fenilalaninom in tirozinom v aktivnem mestu receptorja. 
(31).  
 
Slika 10: Splošna struktura antagonistov TLR 8. 
Dušikov atom na mestu 1 v pirimidinskem obroču predstavlja akceptor vodikove vezi pri 
interakciji z glicinom. Donorsko vodikovo vez z alaninom tvori sekundarni amin molekule 
antagonista. Na mestu 4 (R4) pirimidina je najbolj optimalen lipofilen obroč, kot npr. furan, 
saj omogoča številne interakcije s hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki v vezavnem 
mestu. Substituenti, kot je npr. pirazolski obroč, pa so bolj hidrofilni in posledično ne 
omogočajo tvorbe interakcij z alaninom in tirozinom, ki so ključne za zagotavljanje 
antagonističnega delovanja. Trifluorometilna skupina na položaju 6 (R6) tvori hidrofobne 
interakcije s fenilalaninom in valinom. Prav tako hidrofobne in tudi hidrofilne interakcije 
tvori tiofenski del antagonista TLR8 na mestu 2 (R2) pirimidina. Zanj je pomembna pravilna 
orientiranost. Na tem mestu imajo pomembno vlogo dolge in prilagodljive stranske verige 
pripete na dušik, kot so tiofenska, furanska in butilna veriga. Kratke in rigidne stranske 
verige v tem primeru ne zagotovijo ustreznega prileganja in optimalne vezave s 
fenilalaninom ter valinom. Tiofenski obroč sicer ne zagotavlja optimalne vezave v hidrofilni 
žep, ima pa to prednost, da spojini omogoča visoko selektivnost (14).  
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2. NAMEN DELA  
Namen magistrskega dela je na podlagi študije in virtualnega rešetanja že znane spojine 
(Slika 11), ki izkazuje antagonistično delovanje na TLR8 (14), sintetizirati 10-15 novih 
derivatov 4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amina. Osredotočili se bomo 
predvsem na vezavno različnih substituentov na mestu 2 (slika 11) in poskusili pridobiti čim 
več končnih spojin z izraženim antagonističnim delovanjem na TLR8.  
 
 
Slika 11: Antagonist TLR8, pridobljen z virtualnim rešetanjem (levo) ter 4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidinski derivat, kateremu bomo na mesto 2 pripenjali različne aminske 
in aminokislinske substituente (desno). 
 
Sintezo končnih spojin bomo poizkušali izvesti v štirih sinteznih stopnjah iz 2-acetilfurana 
in etil trifluoroacetata. V primeru aminskih in aminokislinskih substituentov, ki bodo 
vsebovali zaščitno skupino, bomo le-to na koncu tudi odstranili pod pogoji, ki jih zahteva 
posamezna skupina. 
Dobljene končne spojine bomo okarakterizirali z različnimi analitskimi tehnikami na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani, njihovo biokemijsko vrednotenje pa bo izvedeno na 
Farmacevtskem inštitutu Univerze v Bonnu. Pri biološkem določanju antagonističnega 
delovanja spojin bodo uporabljene celične linije HEK293, ki imajo izražen hTLR-8. Na 
podlagi vseh pridobljenih rezultatov in meritev končnih sintetiziranih spojin bomo 
opredelili vpliv strukture spojine na antagonistično delovanje TLR8.  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Reagente, ki smo jih uporabili pri izvedbi eksperimentalnega dela, smo dobili pri naslednjih 
proizvajalcih: 2-acetilfuran (Acros Organics), etil trifluoroacetat (Sigma-Aldrich), natrij 
(Fluka), Na2SO4 (Merck), S-metilizotiosečnina hemisulfat (Acros Organics), Oxone® 
(Sigma-Aldrich), 3-metoksi benzil amin (Enamine), terc-butil-N-[3-(aminometil)benzil] 
karbamat (Fluorochem), terc-butil-[N-4-aminometil]metil karbamat (Enamine), [4-
(aminometil)fenil]metanol (Enamine), [3-(aminometil)fenil]metanol (Enamine), N-(2-
hidroksietil)piperazin (Acros Organics), glicin etil ester hidroklorid (Fluka), L-alanin terc-
butil ester hidroklorid (Sigma-Aldrich), metil-4-(aminometil)benzoat hidroklorid (Apollo 
Scientific), 4-metoksi benzil amin (Acros Organics), β-alanin metil ester hidroklorid 
(Fluorochem). 
Uporabljena topila so bila prav tako dobavljena pri različnih proizvajalcih, in sicer: 
brezvodni etanol (Carlo Erba), 1M HCl (Merck), 4M HCl v dioksanu (Sigma-Aldrich), 1,4-
dioksan (Merck), 1M NaOH (Merck), etil acetat (Carlo Erba), heksan (Carlo Erba), ocetna 
kislina (Carlo Erba), metanol (Carlo Erba), brezvodni acetonitril (Acros Organics), 10% 
DMF (Merck), brezvodni DMF (Merck), trietilamin (Acros Organics), diklorometan (Carlo 
Erba), dietileter (Merck), petroleter (Gram-Mol). 
Med ostalo uporabljeno laboratorijsko opremo spadajo: magnetni mešalnik IKA RCT basic, 
laboratorijska tehtnica Mettler Toledo PB403-S, rotavapor Büchi R-114, UV-svetilka 
Lamag cabinet ӀӀ., grelna pištola Einhell. 
3.2 METODE 
3.2.1 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.2.1.1 Tankoplastna kromatografija 
Tankoplastna kromatografija (TLC) je analitska metoda, ki smo jo uporabljali za preverjanje 
in določanje čistosti vmesnih in končnih spojin. Z njo smo spremljali potek reakcij in si 
pomagali pri izboru ustrezne mobilne faze za kolonsko kromatografijo. Za njeno izvedbo 
smo uporabili kromatografske plošče TLC Silica gel 60 F254, ki jih proizvaja podjetje Merck. 
Sestavljene so iz aluminijastega nosilca velikosti 20 cm × 20 cm, na katerega je nanešen 
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silikagel s fluorescentnim indikatorjem. Mobilno fazo so predstavljale različne kombinacije 
topil, kot sta etilacetat in heksan v različnih razmerjih, ter acetonitril, metanol in voda v 
razmerju 5:1:1. Podrobnejša sestava mobilnih faz, uporabljenih pri posamezni spojini, je 
opisana v poglavju Eksperimentalno delo. Za detekcijo spojin na plošči TLC smo uporabili 
UV svetlobo z valovno dolžino λ = 254 nm, nekatere spojine pa smo še dodatno orosili z 
orositvenim reagentom ninhidrinom. 
3.2.1.2 Kolonska kromatografija 
Kolonska kromatografija velja za separacijsko metodo, s pomočjo katere smo izolirali čiste 
končne spojine. Za stacionarno fazo smo uporabili Silikagel 60, ki ga proizvaja podjetje 
Merck in vsebuje delce velikosti 0,040-0,063 mm. Mobilno fazo so sestavljale različne 
kombinacije topil, kot so: heksan in etil acetat v različnih razmerjih (z dodanim metanolom 
ali brez), etil acetat in metanol v razmerju 9:1 ter dietileter in petroleter v razmerju 1:10. 
Podrobnejši opisi sestav mobilnih faz so navedeni v poglavju Eksperimentalno delo, pri 
posameznem sinteznem postopku. Premer uporabljene kolone je bil 30 mm, volumen 
zbranih frakcij pa se je gibal med 10-15 ml.  
3.2.1.3 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) spada med separacijske metode. Z njo 
smo določali čistost končnih spojin. Za reverznofazno tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti smo uporabili kolono Agilent Extend-C18 (4,6 × 150 mm, ø = 3,5 µm) s hitrostjo 
pretoka 1,0 ml/min. Volumen injiciranja je znašal 5,0 µl, koncentracija spojine v acetonitrilu 
pa je bila 0,1 mg/ml. Detekcija je bila izvedena pri valovni dolžini λ = 254 nm in temperaturi 
50 °C. Meritve smo izvedli na napravi Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 System 
proizvajalca Thermo Fischer Scientific Inc. Mobilna faza je bila sestavljena iz 0,1 % 
raztopine trifluoroocetne kisline v vodi in acetonitrila. Gradient acetonitrila je znašal: 0–12 
min, 10–90 %; 12–14 min, 90 % in 14–15 min, 90–10 %.  
3.2.2 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.2.2.1 Jedrska magnetno-resonančna spektroskopija 
Jedrsko magnetno-resonančno spektroskopijo (NMR) smo uporabili za identifikacijo in 
preverjanje čistosti spojin. Spektre smo posneli z Bruker AVANCE ӀӀӀ 400 DPX 
spektrometrom, njihovo analizo pa izvedli s pomočjo računalniškega programa MestReNova 
18 
 
6.0.2-5475 proizvajalca Mestrelab Research S.L.. Vsem končnim ter nekaterim vmesnim 
spojinam smo posneli spekter 1H-NMR pri frekvenci 400 MHz in 13C-NMR pri frekvenci 
100 MHz. Ostale spojine pa smo identificirali le z 1H-NMR pri frekvenci 400 MHz. Meritve 
so potekale pri temperaturi 25 °C. Za pripravo vzorcev smo uporabljali devterirano topilo ( 
DMSO-d6 ali kloroform) ter interni standard TMS, na podlagi katerega smo določili 
kemijske premike (δ) v enoti ppm (parts per million). Oblike dobljenih vrhov smo označili 
s standardnimi oznakami: singlet (s), razširjen singlet (rs), dublet (d), dublet dubleta (dd), 
dublet dublet dubleta (ddd), triplet (t), kvartet (q), pentet (p), multiplet (m). Sklopitvene 
konstante (J) pa smo navajali v enotah hertz (Hz).  
3.2.2.2 Masna spektrometrija 
Masna spektrometrija (MS) je analizna metoda, s katero smo identificirali kemijsko sestavo 
spojin. Vmesnim spojinam smo spekter posneli na Advion Expression CMSL masnem 
spektrometru, pri katerem smo uporabili tehniko ionizacije z razprševanjem ESI. Za vse 
končne spojine pa smo uporabili ExactiveTM Plus Orbitan Mass Spectrometer, s katerim smo 
spojinam posneli masne spektre visoke ločljivosti (HRMS).  
3.2.3 DOLOČANJE TEMPERATURE TALIŠČA 
Pri meritvi temperature tališča smo uporabili Kofflerjev mikroskop z ogrevalno mizico 
proizvajalca Leica in termometer 52 ӀӀ Thermometer proizvajalca Fluka. Z njuno pomočjo 
smo vsem končnim spojinam, ki so bile v trdnem agregatnem stanju, določili temperaturo 
tališča.  
3.2.4 POIMENOVANJE IN RISANJE SPOJIN 
Reakcijske sheme in posamezne strukture spojin smo risali s pomočjo računalniškega 
programa ChemDraw Proffesional 16.0 proizvajalca PerkinElmer Informatics, Inc. V pomoč 
nam je bil tudi pri poimenovanju posameznih spojin po IUPAC-ovi nomenklaturi ter 
določanju njihovih molskih mas. 
3.2.5 BIOKEMIJSKO VREDNOTENJE 
Končne spojine so bile biokemijsko ovrednotene na Farmacevtskem inštitutu Univerze v 
Bonnu. Pri tem so bile uporabljene človeške embrionalne ledvične celice 293 (HEK293), ki 
imajo izraženo hTLR-8, in so komercialno dostopne. Njihovo gojišče je vsebovalo medij 
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DMEM, kateremu so bili dodani antibiotiki (penicilin -100 U/ml in streptomicin - 100 
µg/ml), aminokislina (glutamin - 2 mM) in fetalni goveji serum (FBS - 10 v/v %). Celice so 
bile gojene pri temperaturi 37 °C in z dodanim 5 % CO2. Na celičnih linijah HEK-Blue
TM 
hTLR8 sta bila opravljena dva različna testa, in sicer test citotoksičnosti ter test, s katerim je 
bilo opredeljeno agonistično in antagonistično delovanje končnih spojin. 
Test citotoksičnosti je potekal tako, da so bile celice nacepljene na ploščo, ki je vsebovala 
96 luknjic. Po enem dnevu so jih sprali s PBS in jih dali na gojišče z medijem, ki je vseboval 
končne spojine s koncentracijo 25 µM in 50 µM, ni pa vseboval antibiotikov. Inkubacija 
celic je potekala 24 ur. Temu je sledila njihova obdelava in barvanje z MTT (3-((4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid). Preživele celice so se obarvale vijolično, 
saj je pri njih potekla redukcija MTT do vijolično obarvanega produkta, njihova intenziteta 
pa je bila odvisna od števila preživetih celic.  
Za opredelitev antagonističnega delovanja so bile celice nacepljene na ploščo s 96 
luknjicami. Po enem dnevu so jim bile dodane končne spojine v koncentracijah 10 µM in 25 
µM ali pa ODN2088 s koncentracijo 1,0 µM. Slednji velja za antagonista TLR8 in je v tem 
primeru služil kot pozitivna kontrola. Njihova inkubacija je potekala 60 min. Potem so 
celicam dodali TL8-506 (0,6 µM). Temu je sledila 24 urna inkubacija. Negativno kontrolo 
je predstavljal DMSO (0,1 v/v %), za pozitivno kontrolo pa je bil uporabljen TL8-506, 
agonist TLR 8. Po končani inkubaciji je bila izvedena analiza SEAP s kolorimetrično 
metodo. 
Pri opredeljevanju agonističnega delovanja je bila prav tako uporabljena plošča s 96 
luknjicami, katerim so po enem dnevu dodali končne spojine (10 µM in 25 µM). Njihova 
inkubacija je potekala 24 ur. Za negativno kontrolo je bil uporabljen DMSO (0,1 v/v %), 
pozitivno kontrolo pa je predstavljal TL8-506 (0,6 µM). Po končani inkubaciji je bila prav 







4. EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 PRVA STOPNJA: Sinteza 4,4,4-trifluoro-1-(furan-2-
il)butan-1,3-diona (3) 
Priprava brezvodnega NaOEt: 
Natrij (1,92 g, 83,5 mmol) smo narezali na manjše delčke in ga natehtali v čašo s toluenom. 
Bučko smo opremili z vodnim hladilnikom, na katerega smo dodali klorkalcijevo cevko. 
Vanjo smo nalili brezvodni etanol (70 ml) in previdno dodali osušene koščke natrija. Po 
nekaj minutah je reakcija med etanolom in natrijem potekla, nastal je brezvodni natrijev 
etoksid. 
 
Sintetiziranemu brezvodnemu NaOEt smo ob konstantnem mešanju dodali 2-acetilfuran 2 
(5,51 g, 50 mmol) in etil trifluoroacetat 1 (6,37 ml, 53,5 mmol). Po 2 minutah mešanja je 
nastala homogena raztopina, ki smo jo nato na kaloti segrevali 1,5 ure pri temperaturi 
refluksa. 
Reakcijsko zmes smo nato izolirali tako, da smo jo zlili na v naprej pripravljeno zmes ledu 
(60 g) in 1 M HCl (150 ml). Pomerili smo ji pH (mora biti ~1-2), nato pa izvedli ekstrakcijo 
z etil acetatom (2 x 150 ml). Potem smo vodni fazi še enkrat ekstrahirali z etil acetatom (100 
ml). Združenim organskim fazam smo dodali nasičeno raztopino NaCl (100 ml) in jih sušili 
z Na2SO4. Nastalo zmes smo prefiltrirali v bučko in ji odparili topilo pod znižanim tlakom. 
Dobljeno gosto olje smo vlili na plast celita (Celite®) in ga sprali z diklorometanom. 
Odvečno topilo smo odparili pod znižanim tlakom. 
❖ Ime (IUPAC): 4,4,4-trifluoro-1-(furan-2-il)butan-1,3-dion (3)  
❖ Izkoristek reakcije: 76 % 
❖ Izgled: temno rjava oljnata snov 
❖ Molska masa: 206,12 g/mol 
❖ Rf: 0,45 (etil acetat : heksan = 1 : 2)  
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❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 6,49 (s, 1H), 6,64 (dd, J1 = 1,6 Hz, J2 = 3,6 
Hz, 1H), 7,34 (dd, J1 = 0,5 Hz, J2 = 3,6 Hz, 1H), 7,68 (dd, J1 = 0,5 Hz, J2 = 1,6 Hz, 
1H), 11,90 (rs, 1H). 
 
4.2 DRUGA STOPNJA: Sinteza 4-(furan-2-il)-2-(metiltio)-6-
(trifluorometil)pirimidina (5) 
 
Spojino 3 iz prve stopnje sinteze (9,41 g, 45,6 mmol) smo raztopili v ocetni kislini (50 ml) 
in ji dodali NaOAc (7,48 g, 91,2 mmol) ter S-metilizotiosečnino v obliki hemisulfata 4 (8,25 
g, 59,3 mmol). Reakcijsko zmes smo najprej segrevali 4 ure pri 100 °C, nato pa jo čez noč 
pustili mešati pri sobni temperaturi. Oborino smo nato filtrirali z odsesavanjem. Ker pa je 
nastala lepljiva oljna raztopina smo izvedli ekstrakcijo z etil acetatom in heksanom v 
razmerju 1:2 (2 x 100 ml) in vodo (2 x 100 ml). Vodno fazo smo nato še enkrat ekstrahirali 
z etil acetatom in heksanom v razmerju 1:2 (100 ml). Združene organske faze smo prenesli 
v lij ločnik in jih spirali z vodo (100 ml) in nasičeno raztopino NaCl (100 ml) ter jih sušili z 
Na2SO4. Odvečno topilo smo odparili pod znižanim tlakom.  
 
❖ Ime (IUPAC): 4-(furan-2-il)-2-(metiltio)-6-(trifluorometil)pirimidin (5)  
❖ Izkoristek reakcije: 71 % 
❖ Izgled: temno rjava oljnata snov 
❖ Molska masa: 260,23 g/mol 
❖ Rf: 0,64 (etil acetat : heksan = 1 : 2)  
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,62 (s, 3H), 6,61 (dd, J1 = 1,6 Hz, J2 = 3,5 
Hz, 1H), 7,38 (dd, J1 = 0,6 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,54 (s, 1H), 7,64 (dd, J1 = 0,6 Hz, 
J2 = 1,7 Hz, 1H).  
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4.3 TRETJA STOPNJA: Sinteza 4-(furan-2-il)-2-(metilsulfonil)-
6-(trifluorometil)pirimidina (6) 
 
Spojino 5 ( 6,25 g, 24 mmol) smo raztopili v metanolu (250 ml) in vodi (50 ml) ter mu dodali 
trojno sol kalijevega monopersulfata (Oxone®) (44,26 g, 72 mmol). Reakcijsko zmes smo 
mešali pri sobni temperaturi čez noč v argonovi atmosferi. Dobljeno oborino smo filtrirali 
pod znižanim tlakom ter filtratu odparili topilo na rotavaporju. Nato smo izvedli 
prekristalizacijo iz etanola.  
❖ Ime (IUPAC): 4-(furan-2-il)-2-(metilsulfonil)-6-(trifluorometil)pirimidin (6) 
❖ Izkoristek reakcije: 57 % 
❖ Izgled: belo-rumeni paličasti kristali 
❖ Ttališča: 106 – 107 °C 
❖ Molska masa: 292,23 g/mol 
❖ Rf: 0,40 (etil acetat : heksan = 1 : 4)  
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3,43 (s, 3H), 6,71 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,6 
Hz, 1H), 7,65 (dd, J1 = 0,6 Hz, J2 = 3,6 Hz, 1H), 7,75 (dd, J1 = 0,6 Hz, J2 = 1,6 Hz, 
1H), 8,04 (s, 1H). 
 
4.4 ČETRTA STOPNJA: Sinteza končnih spojin iz različnih 
aminskih in aminokislinskih derivatov  
SPLOŠEN POSTOPEK  
Spojino 6 (1 ekv.) smo najprej raztopili v brezvodnem acetonitrilu (10-15 ml) ter mu dodali 
primarni amin (7, 9, 12, 15, 17, 21, 24, 27, 30, 34, 37) ali sekundarni amin (19) (3 ekv.). 
Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi čez noč v argonovi atmosferi. Nato smo 
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izvedli kolonsko kromatografijo, da smo očistili produkt. Ustrezne frakcije smo nato združili 




Pri spojinah 10, 13 in 25 smo nato izvedli še odstranitev zaščitne skupine pod pogoji 




Preglednica I: Seznam struktur pripetih substituentov na mestu 2 pirimidinskega derivata.  
Struktura R Številka 
spojine 
 

















































































Legenda: a-acidoliza (4 M HCl/dioksan, Ar(g), sobna T) 
















4.4.1 Sinteza 4-(furan-2-il)-N-(3-metoksibenzil)-6-(trifluorometil) 
pirimidin-2-amina (8) 
 
Spojino 6 (146 mg, 0,5 mmol) smo raztopili v brezvodnem acetonitrilu (10 ml) in ji dodali 
3-metoksibenzilamin 7 (192 µl, 1,5 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni 
temperaturi čez noč v argonovi atmosferi. Nato smo izvedli kolonsko kromatografijo, pri 
kateri smo za mobilno fazo uporabili etil acetat ter heksan v razmerju 1:4. Potek kolonske 
kromatografije smo spremljali s TLC. Dobljene frakcije, pri katerih je bil prisoten produkt, 
smo združili in jim odparili topilo pod znižanim tlakom.  
❖ Ime (IUPAC): 4-(furan-2-il)-N-(3-metoksibenzil)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
amin (8)  
❖ Izkoristek reakcije: 57 % 
❖ Izgled: rumena oljna snov 
❖ Molska masa: 349,31 g/mol 
❖ Rf: 0,31 (etil acetat : heksan = 1 : 4) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3,79 (s, 3H), 4,67 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 5,78 
(t, J = 5,6 Hz, 1H), 6,56 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 6,82 (ddd, J1= 0,7 Hz, J2 
= 2,4 Hz, J3 = 8,2 Hz, 1H), 6,93 – 6,97 (m, 2H), 7,19 – 7,27 (m, 3H), 7,59 (dd, J1 = 
0,7, J2 = 1,7 Hz, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 45,75; 55,32; 100,58 (100,61)*; 112,66, 
113,10, 113,13; 113,44; 120,17; 120,83 (q, J = 275,3 Hz); 129,76; 140,41; 145,51; 
151,73; 157,21 (q, J = 32,4 Hz); 158,48; 159,97; 162,48; 
❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C17H1502N3F3 [M+H]+ 350,11109; izmerjen 
350,11051. 
❖ HPLC: tR = 11,457 min, čistost pri 254 nm = 100 %  
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4.4.2 Sinteza N-(3-(aminometil)benzil)-4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil) 
pirimidin-2-amina (11) 
 
Spojino 6 (409 mg, 1,4 mmol) smo raztopili v brezvodnem acetonitrilu (15 ml) in mu dodali 
terc-butil-N-[3-(aminometil)benzil]karbamat 9 (1,0 g, 4,2 mmol). Po nekaj minutah smo v 
reakcijsko zmes dodali še DMF (3,0 ml). Vse skupaj smo nato mešali pri sobni temperaturi 
čez noč v argonovi atmosferi. Nato smo izvedli ekstrakcijo z etil acetatom (50 ml) in vodo 
(25 ml). Vodno fazo smo nato še enkrat ekstrahirali z etil acetatom (50 ml). Združene 
organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (25 ml), jih sušili z Na2SO4 in jim pod 
znižanim tlakom odparili topilo. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo, kjer smo 
za mobilno fazo uporabili etil acetat in heksan v razmerju 1:4. Ustreznim frakcijam smo 
odparili topilo pod znižanim tlakom in dobili spojino 10. 
❖ Ime (IUPAC): terc-butil 3-(((4-(furan-2-il)-6-trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)metil)benzilkarbamat (10) 
❖ Izkoristek reakcije: 64 % 
❖ Izgled: bledo bela oljna snov 
❖ Molska masa: 448,44 g/mol 
❖ Rf: 0,53 (etil acetat : heksan = 1 : 2) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,44 (s, 9H), 4,25 (d, J = 5,3 Hz, 2H), 4,63 
(d, J = 5,7 Hz, 2H), 5,06 (5,28)* (s + s, 1H), 6,15 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 6,52 (dd, J1 = 
1,6 Hz, J2 = 3,2 Hz, 1H), 7,12 – 7,25 (m, 6H), 7,54 – 7,56 (m, 1H) 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 28,39; 44,54; 45,45; 79,49; 100,28; 112,57; 
113,07; 120,75 (q, J = 275,2 Hz); 126,46; 126,73; 126,82; 128,81; 139,13; 139,35; 
145,42; 151,55; 156,03; 157,03 (q, J = 35,5 Hz); 158,32; 162,37; 
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❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C22H24F3N4O3 [M+H]+ 449,17950; izmerjen 
449,17819. 
❖ HPLC: tR = 11,720 min, čistost pri 254 nm = 100 % 
 
Spojini 10 smo nato odstranili terc-butil karbamatno zaščitno skupino. V merilno bučko smo 
natehtali spojino 10 (180 mg, 0,4 mmol) in ji dodali 4 M HCl v dioksanu (15 ml). Reakcijsko 
zmes smo mešali pri sobni temperaturi in v argonovi atmosferi čez noč. Potem smo ji pod 
znižanim tlakom odparili topilo in dobili končen produkt 11. 
❖ Ime IUPAC: N-(3-(aminometil)benzil)-4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
amin (11) 
❖ Izkoristek reakcije: 72 % 
❖ Izgled: rumena kristalinična snov 
❖ Ttališča: 148 – 150 °C 
❖ Molska masa: 348,12 g/mol 
❖ Rf: 0,04 (etil acetat : heksan = 1 : 4) 
❖ 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 3,96 (q, J = 5,5 Hz, 2H), 4,48 – 4,60 (m, 
2H), 6,74 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,20 (7,27)* (s + s, 1H), 7,34 – 7,44 (m, 
4H), 7,45 (dd, J1 = 0,5 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,98 (dd, J1 = 0,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 
8,34 (s, 3H), 8,51 (rs, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 41,93; 43,92; 98,76 (99,65)*; 112,98; 
114,13; 114,17; 120,74 (q, J = 275,3 Hz); 127,71; 128,97; 129,63; 132,60; 139,89 
(140,08)*; 146,79; 150,52 (150,83)*; 155,38 (q, J = 34,1 Hz) (156,06 (q, J = 33,8 
Hz))*; 157,78 (157,98)*; 162,22 (162,39)*; 




❖ HPLC: tR = 6,967 min, čistost pri 254 nm = 100 % 
4.4.3 Sinteza N-(4-(aminometil)benzil)-4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil) 
pirimidin-2-amina (14) 
 
Spojino 6 (204 mg, 0,7 mmol) smo raztopili v brezvodnem acetonitrilu (10 ml) in ji dodali 
terc-butil-N-[3-(aminometil)benzil]karbamat 12 (215 mg, 0,91 mmol) ter K2CO3 (290 mg, 
2,1 mmol). Reakcijsko zmes smo nato mešali 3h pri sobni temperaturi in v argonovi 
atmosferi. Produkt smo ekstrahirali z metanolom (20 ml) in etil acetatom (50 ml). Organski 
fazi smo nato odvečno topilo odparili pod znižanim tlakom in izvedli kolonsko 
kromatografijo v mobilni fazi etil acetata in heksana v razmerju 1:2 in dodanim 3 % 
metanolom. S spremljanjem poteka ločbe na TLC smo izbrali ustrezne frakcije in jim 
odparili topilo pod znižanim tlakom ter tako dobili spojino 13. 
❖ Ime IUPAC: terc-butil 4-(((4-(furan-2-il)-6-trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)metil)benzilkarbamat (13) 
❖ Izkoristek reakcije: 41 % 
❖ Izgled: rumena oljnata snov 
❖ Molska masa: 448,17 g/mol 
❖ Rf: 0,55 (etil acetat : heksan = 1 : 1) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,45 (s, 9H), 4,29 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 4,67 
(d, J = 5,9 Hz, 2H), 4,79 – 4,88 (m, 1H), 5,72 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 6,57 (dd, J1 = 1,7 
Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,20 (s, 1H), 7,21 – 7,26 (m, 3H), 7,32 – 7,36 (m, 2H), 7,60 
(dd, J1 = 0,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H).  
29 
 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 28,54; 44,52; 45,46; 79,67; 100,68; 112,67; 
113,15; 119,81 (q, J = 275,2 Hz); 127,88; 128,22; 137,91; 138,31; 145,53; 151,99; 
156,01; 157,51 (q, J = 36,7 Hz); 158,48; 162,45; 
❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C22H24F3N4O3 [M+H]+ 449,1795; izmerjen 
449,1790. 
❖ HPLC: tR = 11,637 min, čistost pri 254 nm = 99,75 % 
 
Spojini 13 smo nato odstranili terc-butil karbamatno zaščitno skupino. V merilno bučko smo 
natehtali spojino 13 (100 mg, 0,22 mmol) in ji dodali 4 M HCl v dioksanu (10 ml). 
Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi in v argonovi atmosferi čez noč. Nastala 
je rumena oborina 14, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom in sprali z etil acetatom. 
❖ Ime IUPAC: N-(4-(aminometil)benzil)-4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
amin (14) 
❖ Izkoristek reakcije: 90 % 
❖ Izgled: rumena kristalinična snov 
❖ Ttališča: 184 – 187 °C 
❖ Molska masa: 348,33 g/mol 
❖ Rf: 0,03 (etil acetat : heksan = 1 : 4) 
❖ 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 3,96 (q, J = 5,5 Hz, 2H), 4,48 – 4,55 
(4,53 – 4,60)* (m + m, 2H), 6,75 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,20 (7,28)* (s 
+ s, 1H), 7,34 – 7,44 (m, 4H), 7,45 (dd, J1 = 0,6 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,98 (dd, J1 = 
0,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 8,28 – 8,42 (m, 3H), 8,51 (rs, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 41,91; 43,87; 98,74; 112,92; 114,08; 
114,14; 120,67 (q, J = 274,8 Hz); 127, 69, 128,89 ; 132,52; 140,03; 146,74; 150,79; 
155,79; 157,72 (q, J = 36,7 Hz); 162,20; 
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❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C17H16F3N4O [M+H]+ 349,12707; izmerjen 
349,12658. 




Najprej smo pripravili raztopino 6 (146 mg, 0,5 mmol) v brezvodnem acetonitrilu (10 ml) in 
ji dodali [4-(aminometil)fenil]metanol 15 (217 mg, 1,5 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 
pri sobni temperaturi čez noč v argonovi atmosferi. Le-tej smo nato odparili topilo pod 
znižanim tlakom in izvedli kolonsko kromatografijo v mobilni fazi etil acetata in heksana v 
razmerju 1:2. Ustreznim frakcijam smo odparili topilo pod znižanim tlakom ter s tem dobili 
končno spojino 16. 
❖ Ime IUPAC: (4-(((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)metil)fenil)metanol (16) 
❖ Izkoristek reakcije: 54 % 
❖ Izgled: bela kristalinična snov 
❖ Ttališče: 76 – 78 °C  
❖ Molska masa: 349,31 g/mol 
❖ Rf: 0,20 (etil acetat : heksan = 1 : 2) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,05 (s, 1H), 4,66 (s, 2H), 4,67 (s, 2H), 5,83 
(t, J = 5,1 Hz, 1H), 6,56 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,4 Hz, 1H), 7,19 (s, 1H), 7,20 – 7,24 
(m, 1H), 7,29 – 7,37 (m, 4H), 7,57 – 7,60 (m, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 45,45; 65,10; 100,45; 112,76; 113,18; 




❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C17H15F3N3O2 [M+H]+ 350,11109; izmerjen 
350,11029. 




Spojino 6 (146 mg, 0,5 mmol) smo raztopili v brezvodnem acetonitrilu (10 ml) in ji dodali 
[3-(aminometil)fenil]metanol 17 (217 mg, 1,5 mmol). Dobljeno zmes smo mešali čez noč 
pri sobni temperaturi in v argonovi atmosferi. Preostanek topila smo odparili pod znižanim 
tlakom. Nato smo izvedli kolonsko kromatografijo v mobilni fazi etil acetata in heksana v 
razmerju 1:2. Ustreznim frakcijam smo odparili topilo pod znižanim tlakom ter dobili 
končno spojino 18. 
❖ Ime IUPAC: (3-(((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)metil)fenil)metanol (18) 
❖ Izkoristek reakcije: 41 % 
❖ Izgled: rumena oljna snov 
❖ Molska masa: 349,31 g/mol 
❖ Rf: 0,36 (etil acetat : heksan = 1 : 2) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,15 (rs, 1H), 4,65 (s, 2H), 4,66 (d, J = 6,6 
Hz, 2H), 5,89 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 6,55 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,18 (s, 
1H), 7,20 – 7,36 (m, 4H), 7,35 – 7,38 (m, 1H), 7,58 (dd, J1 = 0,7 Hz, J2 = 1,6 Hz, 
1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 45,60; 65,17; 100,53; 112,67; 113,19; 
120,79 (q, J = 275,2 Hz); 126,12; 126,46; 127,16; 128,91; 139,13; 141,42; 145,54; 
151,58; 157,16 (q, J = 34,9 Hz); 158,44; 162,40; 
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❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C17H15F3N3O2 [M+H]+ 350,11109; izmerjen 
350,11017. 





Najprej smo pripravili raztopino 6 (146 mg, 0,5 mmol) v brezvodnem acetonitrilu (10 ml) in 
ji dodali N-(2-hidroksietil)piperazin 19 (184 µl, 1,5 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali čez 
noč v argonovi atmosferi in pri sobni temperaturi. Nato smo ji odparili topilo pod znižanim 
tlakom in izvedli kolonsko kromatografijo. Pri slednji smo uporabili mobilno fazo heksana 
in etil acetata v razmerju 1:2. Potem smo delež etil acetata povečevali in na koncu uporabili 
mobilno fazo etil acetata in metanola v razmerju 9:1. Dobljene frakcije smo spremljali s TLC 
in tistim, ki so vsebovale produkt, odparili topilo pod znižanim tlakom ter dobili končno 
spojino 20.  
❖ Ime IUPAC: 2-(4-(4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-il)piperazin-1-
il)etanol (20) 
❖ Izkoristek reakcije: 26 % 
❖ Izgled: svetlo rumena oljna snov 
❖ Molska masa: 342,32 g/mol 
❖ Rf: 0,29 (etil acetat : heksan = 2 : 1) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,55 (s, 1H), 2,58 – 2,62 (m, 6H), 3,66 – 
3,69 (m, 2H), 3,91 – 3,95 (m, 4H), 6,55 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,12 (s, 
1H), 7,22 (dd, J1 = 0,7 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,58 (dd, J1 = 0,8 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H).  
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 43,87; 52,89: 57,94; 59,63; 99,29 (q, J = 
2,8 Hz); 112,53; 112,68; 120,88 (q, J = 275,3 Hz); 145,30; 152,03; 157,05 (q, J = 
35,1 Hz); 158,17; 161,58; 
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❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C15H18F3N4O2 [M+H]+ 343,13764; izmerjen 
343,13670. 
❖ HPLC: tR = 6,297 min, čistost pri 254 nm = 100 % 
4.4.7 Sinteza 2-((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)ocetne kisline (23) 
 
Spojini 6 (409 mg, 1,4 mmol) smo dodali brezvodni acetonitril (15 ml), kloridno sol glicin 
etil estra 21 (586 mg, 4,2 mmol) in trietilamin (233 µl, 1,68 mmol). Reakcijsko zmes smo 
mešali v atmosferi z argonom in pri sobni temperaturi čez noč. Nato smo izvedli ekstrakcijo 
z etil acetatom (70 ml) in vodo (30 ml). Vodno fazo smo ponovno sprali z etil acetatom (30 
ml). Združene organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl, jih sušili z Na2SO4 in 
jim odparili topilo pod znižanim tlakom. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo, pri 
kateri smo za mobilno fazo uporabili etil acetat in heksan v razmerju 1:4. Potek ločbe smo 
spremljali s TLC. Nato smo združili ustrezne frakcije in jim odparili topilo pod znižanim 
tlakom ter dobili spojino 22. 
❖ Ime IUPAC: etil 2-((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-il)amino)acetat 
(22) 
❖ Izkoristek reakcije: 26 % 
❖ Izgled: bledo bela kristalinična snov 
❖ Ttališča: 61 – 63 °C 
❖ Molska masa: 315,25 g/mol 
❖ Rf: 0,26 (etil acetat : heksan = 1 : 4) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 4,25 (q, J = 7,1 Hz, 
2H), 4,26 (d, J = 5,5 Hz, 2H), 5,85 (t, J = 4,9 Hz, 1H), 6,58 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,5 
Hz, 1H), 7,24 – 7,26 (m, 2H), 7,61 (dd, J1 = 0,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 14,23; 43,71; 61,43; 100,98; 112,65; 
113,31; 120,72 (q, J = 275,3 Hz); 145,59; 151,48; 157,04; 158,39; 162,09; 170,45; 
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❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C13H13F3N3O3 [M+H]+ 316,09035; izmerjen 
316,08963. 
❖ HPLC: tR = 9,937 min, čistost pri 254 nm = 100 % 
 
 
Spojini 22 smo nato odstranili zaščitno skupino. V merilno bučko smo natehtali spojino 22 
(90 mg, 0,28 mmol) in ji dodali 1 M NaOH (5 ml) in 1,4-dioksan (5 ml). Reakcijsko zmes 
smo mešali pri sobni temperaturi čez noč. Nato smo izvedli ekstrakcijo etil acetatom (20 ml) 
in vodo (5 ml). Vodni fazi smo nato izmerili pH, katerega vrednost je bila večja od 10. Potem 
smo ji po kapljicah dodajali 1 M HCl, dokler vrednost pH ni znašala 2~3. Nastala je oborina 
23, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom. 
❖ Ime IUPAC: 2-((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-il)amino)ocetna 
kislina (23) 
❖ Izkoristek reakcije: 48 % 
❖ Izgled: svetlo rumeni paličasti kristali 
❖ Ttališča: 164 – 168 °C 
❖ Molska masa: 287,19 g/mol 
❖ Rf: 0,06 (etil acetat : heksan = 1 : 4) 
❖ 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 3,95 (4,02)* (d + d, J = 6,0 Hz, 2H), 
6,74 – 6,77 (m, 1H), 7,27 (7,33)* (s + s, 1H), 7,41 – 7,43 (7,47 – 7,49)* (m + m, 1H), 
7,99 – 8,07 (m, 1H), 8,12 (8,17)* (t + t, J = 6,0 Hz, 1H), 12,57 (s, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, DMSO- d6): δ (ppm) = 42,62 (42,77)*; 99,12 (99,92)*; 112,91; 
114,14; 114,21; 120,65 (q, J = 275,0 Hz); 146,80; 150,45 (150,70)*; 157,73 (q, 35,8 
Hz); 162,25 (162,47)*; 171,47 (171,64)*;   
❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C11H9F3N3O3 [M+H]+ 288,05905; izmerjen 
288,05774. 




il)amino)propanojska kisline (26) 
 
Spojini 6 (409 mg, 1,4 mmol) smo dodali brezvodni acetonitril (15 ml), kloridno sol L-alanin 
terc-butil estra 24 (763 mg, 4,2 mmol) in trietilamin (233 µl, 1,68 mmol). Reakcijsko zmes 
smo mešali pri sobni temperaturi in v argonovi atmosferi čez noč. Nato smo izvedli 
ekstrakcijo z etil acetatom (70 ml) in vodo (30 ml). Vodno fazo smo ponovno sprali z etil 
acetatom (30 ml). Združene organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl, jih sušili z 
Na2SO4 in jim odparili topilo pod znižanim tlakom. Dobljeno spojino smo očistili s kolonsko 
kromatografijo, pri kateri smo za mobilno fazo uporabili etil acetat in heksan v razmerju 1:4. 
Dobili smo spojino 25. 
❖ Ime IUPAC: terc-butil 2-((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)propanoat (25) 
❖ Izkoristek reakcije: 16 % 
❖ Izgled: bela kristalinična snov 
❖ Ttališča: 123 – 125 °C 
❖ Molska masa: 357,33 g/mol 
❖ Rf: 0,38 (etil acetat : heksan = 1 : 4) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,46 (s, 9H), 1,49 (d, J = 7,1 Hz, 3H), 4,55 
(p, J = 7,1 Hz, 1H), 5,80 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 6,57 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 
7,22 (s, 1H), 7,21 – 7,26 (m, 1H), 7,60 (dd, J1 = 0,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 18,23; 28,10; 50,95; 81,72; 101,02; 112,66; 
113,17; 120,78 (q, J= 275,0 Hz); 145,51; 149,75; 151,64; 158,39; 161,72; 172,72; 
❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C16H19F3N3O3 [M+H]+ 358,13730; izmerjen 
358,13624. 





Spojini 25 smo nato odstranili zaščitno skupino. V merilo bučko smo natehtali spojino 25 
(70 mg, 0,20 mmol) in ji dodali 4 M HCl v dioksanu (10 ml). Reakcijsko zmes smo mešali 
pri sobni temperaturi in v argonovi atmosferi čez noč. Odvečno topilo smo nato odparili pod 
znižanim tlakom. Dobili smo končno spojino 26. 
 
❖ Ime IUPAC: 2-((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-il)amino)propanojska 
kislina (26) 
❖ Izkoristek reakcije: 71 % 
❖ Izgled: rjava kristalinična snov 
❖ Ttališče: 113 – 115 °C 
❖ Molska masa: 301,22 g/mol 
❖ Rf: 0,04 (etil acetat : heksan = 1 : 4) 
❖ 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 1,41 (d, J = 7,3 Hz, 3H), 4,32 – 4,41 (m, 
1H), 6,74 – 6,77 (m, 1H), 7,24 (7,31)* (s + s, 1H), 7,36 – 7,49 (m, 1H), 7,99 (s, 1H), 
8,15 – 8,26 (m, 1H), 12,50 (s, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 16,79; 49,83 (50,08)*; 99,11 (100,03)*; 
113,13; 114,23 (114,37)*; 120,84 (q, J = 275,4 Hz); 146,98; 150,66 (150,96)*; 
155,38 (q, J = 36,2 Hz) (156,13 (q, J = 35,1 Hz))*; 157,65 (158,03)*; 161,82 
(162,12)*; 174,81 (175,02)*; 
❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C12H11F3N3O3 [M+H]+ 302,07470; izmerjen 
302,07342. 
❖ HRMS (ESI-): m/z izračunan za C12H9F3N3O3 [M-H]- 300,06015; izmerjen 
300,05948. 




il)amino)metil)benzojske kisline (29) 
 
Spojini 6 (409 mg, 1,4 mmol) smo dodali brezvodni acetonitril (15 ml), 4-
metoksikarbonilbenzilaminijev klorid 27 (847 mg, 4,2 mmol) in trietilamin (233 µl, 1,68 
mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi in v argonovi atmosferi čez noč. 
Nato smo izvedli ekstrakcijo z etil acetatom (70 ml) in vodo (30 ml). Vodno fazo smo 
ponovno sprali z etil acetatom (30 ml). Združene organske faze smo sprali z nasičeno 
raztopino NaCl, jih sušili z Na2SO4 in jim odparili topilo pod znižanim tlakom. Dobljeno 
spojino smo očistili s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo za mobilno fazo uporabili etil 
acetat in heksan v razmerju 1:4. Dobili smo spojino 28.  
❖ Ime IUPAC: metil 4-(((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)metil)benzoat (28) 
❖ Izkoristek reakcije: 13 % 
❖ Izgled: bela kristalinična snov 
❖ Ttališča: 103 – 106 °C 
❖ Molska masa: 377,32 g/mol 
❖ Rf: 0,35 (etil acetat : heksan = 1 : 4) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3,88 (s, 3H), 4,72 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 6,13 
(t, J = 6,0 Hz, 1H), 6,53 (dd, J1 = 1,8 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,16 – 7,19 (m, 2H), 7,37 
– 7,41 (m, 2H), 7,56 (dd, J1 = 0,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H), 7,94 – 7,98 (m, 2H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 45,33; 52,14; 100,68 (100,73)*; 112,64; 
113,23; 120,73 (q, J = 275,2 Hz); 127,56; 129,23; 129,92; 144,18; 145,56; 151,45 
(151,56)*; 157,16 (q, J = 34,5 Hz); 158,44; 162,40; 166,96;  
❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C18H15F3N3O3 [M+H]+ 378,10600; izmerjen 
378,10430. 




Spojini 28 smo nato odstranili zaščitno skupino. V merilno bučko smo natehtali spojino 28 
(60 mg, 0,16 mmol) in ji dodali 1 M NaOH (5 ml) in 1,4-dioksan (5 ml). Reakcijsko zmes 
smo mešali pri sobni temperaturi čez noč. Nato smo ji dodali 4 M NaOH (5 ml) in jo 
segrevali na oljni kopeli (80 °C) 1h. Potem smo izvedli ekstrakcijo z etil acetatom (20 ml) 
in vodo (5 ml). Vodni fazi smo nato izmerili pH, katerega vrednost je bila večja od 10. Potem 
smo ji po kapljicah dodajali 1 M HCl, dokler vrednost pH ni znašala 2~3. Nastala je oborina 
29, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom.  
 
❖ Ime IUPAC: 4-(((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)metil)benzojska kislina (29) 
❖ Izkoristek reakcije: 19 % 
❖ Izgled: svetlo rumeni paličasti kristali  
❖ Ttališča: 136 – 139 °C 
❖ Molska masa: 363,29 g/mol 
❖ Rf: 0,07 (etil acetat : heksan = 1 : 4) 
❖ 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 4,55 – 4,63 (4,62 – 4,67)* (m + m, 2H), 
6,71 – 6,77 (m, 1H), 7,22 (7,29)* (s + s, 1H), 7,40 – 7,52 (m, 3H), 7,86 – 7,91 (m, 
2H), 7,96 – 8,01 (m, 1H), 8,50 – 8,60 (m, 1H), 12,85 (s, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 44,03; 98,88 (99,75)*; 112,91; 114,08; 
114,20; 120,66 (q, J = 275,2 Hz); 127,44; 129,28; 129,35; 144,94; 146,75; 150,77; 
157,77 (157,98)*; 162,18 (162,31)*; 167,18; 
❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C17H13F3N3O3 [M+H]+ 364,09036; izmerjen 
364,08899. 
❖ HRMS (ESI-): m/z izračunan za C17H11F3N3O3 [M-H]- 362,07580; izmerjen 
362,07534. 
❖ HPLC: tR = 9,343 min, čistost pri 254 nm = 96,59 % 
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4.4.10 Sinteza 4-(furan-2-il)-N-(4-metoksibenzil)-6-(trifluorometil) 
pirimidin-2-amina (31) 
 
Najprej smo pripravili raztopino 6 (146 mg, 0,5 mmol) v brezvodnem acetonitrilu (10 ml) in 
ji dodali 4-metoksibenzilamin 30 (261 µl, 2,0 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč 
v argonovi atmosferi in pri sobni temperaturi. Nato smo ji uparili topilo pod znižanim tlakom 
in izvedli kolonsko kromatografijo. Pri slednji smo uporabili mobilno fazo dietiletra in 
petroletra v razmerju 1:5. Dobljene frakcije smo spremljali s TLC in tistim, ki so vsebovale 
produkt odparili topilo pod znižanim tlakom ter dobili končno spojino 31.  
❖ Ime IUPAC: 4-(furan-2-il)-N-(4-metoksibenzil)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amin 
(31) 
❖ Izkoristek reakcije: 32 % 
❖ Izgled: bledo bela oljna snov 
❖ Molska masa: 349,31 g/mol 
❖ Rf: 0,65 (etil acetat : heksan = 1 : 2) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3,79 (s, 3H), 4,61 (d, J = 5,7 Hz, 2H), 5,70 
(t, J = 5,7 Hz, 1H), 6,57 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 6,85 – 6,88 (m, 2H), 7,19 
(s, 1H), 7,20 – 7,26 (m, 1H), 7,28 – 7,32 (m, 2H), 7,60 (dd, J1 = 0,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, 
1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 45,29; 55,42; 100,49; 112,66; 113,10; 
114,13; 120,84 (q, J = 274,8 Hz); 129,34; 130,82; 145,50; 151,78; 157,21 (q, J = 
34,3 Hz); 158,46; 159,12; 162,40; 
❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C17H15F3N3O2 [M+H]+ 350,11109; izmerjen 
350,10975. 





(4-hidroksifenil)propanojske kisline (36) 
 
 
D-tirozin 32 (5,43 g, 29,96 mmol) smo raztopili v brezvodnem metanolu (50 ml) in ga 
ohladili na 0°C ter mu dodali tionil klorid (SOCl2) 33 (4,35 ml, 59,92 mmol) po kapljicah. 
Reakcijsko zmes smo nato mešali 5 min pri 0°C, nato pustili da se je segrela na sobno 
temperaturo ter mešali še 10 min. Potem pa smo jo segrevali pri temperaturi refluksa (70 °C) 
1h. Reakcijski zmesi smo odparili topilo pod znižanim tlakom do polovice in ji dodali 
dietileter. Izpadla je bela oborina 34, katero smo odfiltrirali pod znižanim tlakom.  
 
❖ Ime IUPAC: metil tirozinat (34) 
❖ Izkoristek reakcije: 91 % 
❖ Izgled: bela snov 
❖ Ttališča: 139 – 142 °C 
❖ Molska masa: 195,22 g/mol 
❖ Rf: 0,63 (acetonitril : metanol : voda = 5 : 1 : 1) 
❖ 1H NMR (400MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 2,95 – 3,07 (m, 1H), 3,67 (s, 3H), 4,17 





Spojini 6 (292 mg, 1,0 mmol) smo dodali brezvodni acetonitril (10 ml), metilni ester D-
tirozina 34 (980 mg, 5,0 mmol) in K2CO3 (1,38 g, 10 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali 
pri sobni temperaturi in v argonovi atmosferi čez noč. Potem smo ji dodali brezvodni DMF 
(4 ml) in 4 ure mešali pri sobni temperaturi, nato pa temperaturo povečali na 80°C. 
Reakcijski zmesi smo po končani reakciji dodali vodo (30 ml) in izvedli ekstrakcijo s 
kombinacijo etil acetata in heksana v razmerju 1:1 (3 × 30 ml). Združene organske faze smo 
spirali z nasičeno raztopino NaCl (30 ml), jih sušili z Na2SO4 in jim odparili topila pod 
znižanim tlakom. Nato smo izvedli kolonsko kromatografijo, pri kateri smo za mobilno fazo 
uporabili etil acetat in heksan v razmerju 1:2. Dobili smo spojino 35. 
❖ Ime IUPAC: metil 2-((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-il)amino)-3-(4-
hidroksifenil)propanoat (35) 
❖ Izkoristek reakcije: 11 % 
❖ Izgled: rumena oljna snov 
❖ Molska masa: 407,34 g/mol 
❖ Rf: 0,24 (etil acetat : heksan = 1 : 2) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 3,14 (ddd, J1 = 6,2 Hz, J2 = 14,0 Hz, J3 = 
20,7 Hz, 1H), 3,73 (s, 3H), 4,87 – 4,96 (m, 1H), 5,52 (s, 1H), 5,82 (s, 1H), 6,57 (dd, 
J1 = 1,6 Hz, J2 = 3,3 Hz, 1H), 6,69 – 6,74 (m, 2H), 7,00 – 7,05 (m, 2H), 7,20 – 7,25 
(m, 2H), 7,60 (dd, J1 = 0,6 Hz, J2 = 1,6 Hz, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 37,18; 52,43; 55,76; 100,93; 112,81; 
113,59; 115,73; 120,68 (q, J = 275,2 Hz); 127,83; 130,56; 132,50; 145,75; 155,05; 
158,42; 161,48; 172,87;  
❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C19H17F3N3O4 [M+H]+ 408,11657; izmerjen 
408,11686. 




Spojini 35 smo nato odstranili zaščitno skupino. V merilno bučko smo natehtali spojino 35 
(30 mg, 0,074 mmol) in ji dodali 1 M NaOH (2,5 ml) in 1,4-dioksan (2,5 ml). Reakcijsko 
zmes smo mešali pri sobni temperaturi čez noč. Potem smo izvedli ekstrakcijo z etil acetatom 
(10 ml) in vodo (2,5 ml). Vodni fazi smo nato izmerili pH, katerega vrednost je bila večja 
od 10. Potem smo ji po kapljicah dodajali 1 M HCl, dokler vrednost pH ni znašala 2~3. 
Nastala je oborina 36, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom.  
❖ Ime IUPAC: 2-((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-il)amino)-3-(4-
hidroksifenil)propanojska kislina (36) 
❖ Izkoristek reakcije: 76 % 
❖ Izgled: bledo rumena kristalinična snov 
❖ Ttališča: 190 – 192 °C 
❖ Molska masa: 393,32 g/mol 
❖ Rf: 0,02 (etil acetat : heksan = 1 : 1) 
❖ 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 2,92 (dd, J1 = 10,3 Hz, J2 = 13,8 Hz, 
2H), 3,04 (dd, J1 = 4,1 Hz, J2 = 13,8 Hz, 2H), 4,41 – 4,46 (4,49 – 4,55)* (m + m, 
1H), 6,62 - 6,67 (m, 2H), 6,74 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,4 Hz, 1H), 7,10 – 7,15 (m, 
2H), 7,22 (7,29)* (s + s, 1H), 7,39 – 7,40 (7,45 – 7,48)* (m + m, 1H), 7,97 – 8,00 
(m, 1H), 8,07 (d, J = 8,0 Hz, 1H) (8,15 (d, J = 7,6 Hz, 1H))*, 9,22 (s, 1H), 12,53 (rs, 
1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 35,98; 57,00; 99,14; 113,01; 114,34; 
115,23; 120,11 (q, J = 275,2 Hz); 128,46; 130,43; 146,92; 151,03; 156,23; 158,37; 
162,43; 172,40; 173,90; 




❖ HPLC: tR = 8,393 min, čistost pri 254 nm = 100,00 % 
4.4.12 Sinteza 3-((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)propanojske kisline (39) 
 
Spojini 6 (292 mg, 1,0 mmol) smo dodali brezvodni acetonitril (10 ml), β-alanin metil ester 
hidroklorid 37 (419 mg, 3,0 mmol) in trietilamin (233 µl, 1,68 mmol). Reakcijsko zmes smo 
mešali pri sobni temperaturi in v argonovi atmosferi čez noč. Nato smo izvedli ekstrakcijo z 
etil acetatom (70 ml) in vodo (30 ml). Vodno fazo smo ponovno sprali z etil acetatom (30 
ml). Združene organske faze smo sprali z nasičeno raztopino NaCl in jim odparili topilo pod 
znižanim tlakom. Dobljeno spojino smo očistili s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo za 
mobilno fazo uporabili etil acetat in heksan v razmerju 1:2. 
❖ Ime IUPAC: metil 3-((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-
il)amino)propanoat (38) 
❖ Izkoristek reakcije: 59 % 
❖ Izgled: rumena oljna snov 
❖ Molska masa: 315,25 g/mol 
❖ Rf: 0,33 (etil acetat : heksan = 1 : 2) 
❖ 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 2,68 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 3,71 (s, 3H), 3,81 
(q, J = 6,2 Hz, 2H), 5,84 (rs, 1H), 6,58 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,19 (s, 
1H), 7,26 – 7,28 (m, 1H), 7,61 (dd, J1 = 0,7 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 33,91; 37,16; 51,89; 100,35; 112,69; 
113,39; 120,74 (q, J = 275,3 Hz); 145,64; 151,26; 157,30 (q, J = 35,3 Hz); 158,13; 
162,12; 172,81; 




❖ HPLC: tR = 10,000 min, čistost pri 254 nm = 100 % 
 
Spojini 38 smo nato odstranili zaščitno skupino. V merilno bučko smo natehtali spojino 38 
(167 mg, 0,53 mmol) in ji dodali 1 M NaOH (5 ml) in 1,4-dioksan (5 ml). Reakcijsko zmes 
smo mešali pri sobni temperaturi čez noč. Nato smo izvedli ekstrakcijo z etil acetatom (20 
ml) in vodo (5 ml). Vodni fazi smo nato izmerili pH, katerega vrednost je bila večja od 10. 
Potem smo ji po kapljicah dodajali 1 M HCl, dokler vrednost pH ni znašala 2~3. Nastala je 
oborina 39, ki smo jo filtrirali pod znižanim tlakom. 
 
❖ Ime IUPAC: 3-((4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-il)amino)propanojska 
kislina (38)  
❖ Izkoristek reakcije: 65 % 
❖ Izgled: rumeni paličasti kristali 
❖ Ttališča: 146 – 148 °C 
❖ Molska masa: 301,23 g/mol 
❖ Rf: 0,02 (etil acetat : heksan = 1 : 2) 
❖ 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 2,52 – 2,59 (m, 2H), 3,46 – 3,59 (m, 
2H), 6,73 (dd, J1 = 1,7 Hz, J2 = 3,5 Hz, 1H), 7,21 (7,25)* (s + s, 1H), 7,41 – 7,47 (m, 
1H), 7,87 – 7,95 (m, 1H), 7,96 – 8,00 (m, 1H), 12,25 (s, 1H). 
❖ 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ (ppm) = 33,32 (33,43)*; 37,09; 98,56 (99,35)*; 
112,88; 114,00; 120,74 (q, J = 274,9 Hz); 146,66; 150,55 (150,87)*; 155,43 (q, J = 
35,5 Hz); 157,83; 162,16; 173,01; 
❖ HRMS (ESI+): m/z izračunan za C12H11F3N3O3 [M+H]+ 302,07470; izmerjen 
302,07432. 






5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1 PRVA STOPNJA: Claisenova kondenzacija 
Reakcija prve stopnje sinteze derivatov 4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amina je 
potekla po mehanizmu mešane ali asimetrične Claisenove kondenzacije. Zanjo je značilno, 
da lahko poteče med različnimi estri ali estri in ketoni. V našem primeru je potekla med 
estrom, ki ga je predstavljala molekula etil trifluoroacetata, in ketonom 2-acetilfuranom. 
Ketonu smo odcepili proton z dodatkom natrijevega etoksida, ki velja za močno bazo. Le-
tega smo predhodno pripravili iz brezvodnega etanola in majhnih narezanih delčkov natrija, 
ki smo jih skrbno hranili v čaši s toluenom, pred uporabo pa smo jih osušili. V primeru 
prisotnosti vode, bi natrij lahko z njo reagiral ter povzročil nastanek eksplozivnega H2 ter 
baze (NaOH). Z dodatkom NaOEt je nastal C-nukleofil, ki ga je predstavljal resonančno 
stabiliziran enolatni anion. Slednji je reagiral s karbonilno skupino etil trifluoroacetata. Pri 
tem je izstopil alkoksid, ki velja za dobro izstopajočo skupino. Le-ta je odcepil proton in 
povzročil nastanek novega resonančno stabiliziranega enolatnega aniona (20).  
 
 




Reakcijo smo zaključili tako, da smo reakcijsko zmes zlili na pripravljeno zmes ledu in 1 M 
HCl, pri čemer je potekla reakcija nevtralizacije. Nato smo ji pomerili pH, ki je bil ustrezen, 
saj je znašal 1~2. Sledila je ekstrakcija z etil acetatom, pri čemer se je naša spojina nahajala 
v organski fazi. Reakcijo smo spremljali s tankoplastno kromatografijo in v vodni fazi 
zasledili prisotnost našega produkta. Zaradi tega smo vodno fazo še enkrat ekstrahirali z etil 
acetatom. Združenim organskim fazam smo nato dodali nasičeno raztopino NaCl, v kateri je 
organska spojina slabše topna in se zaradi tega bolje porazdeli v etil acetatu, hkrati pa smo 
iz organskega topila odstranili zaostalo vodo, kar smo na koncu dosegli tudi z dodatkom 
sušilnega sredstva. Za to smo uporabili Na2SO4, ki smo ga dodajali toliko časa, da je postal 
sipek. Nastalo zmes smo prefiltrirali v bučko in dali na rotavapor, da smo se znebili topila. 
Nato smo dobljeno oljno raztopino vlili na plast celita (Celite®), da so se nanj vezale 
nečistoče, in jo sprali z diklorometanom. Odvečno topilo smo nato odstranili pod znižanim 
tlakom in produkt shranili za uporabo v naslednji stopnji. 
Izkoristek reakcije prve stopnje je znašal 76 %. Izgubo bi lahko pripisali dejstvu, da je 2-
acetilfuran ostal v nespremenjeni obliki tudi po končani reakciji. Iz ocene 1H NMR spektra 
končne spojine, smo razbrali, da ga približno 17 % ni reagiralo. Prav tako so pri reakciji 
mešane Claisenove kondenzacije možni nastanki stranskih produktov. Eden izmed njih je 
možen v primeru, da bi potekla aldolna kondenzacija med dvema molekulama 2-acetilfurana 
(slika 13-a). Za preprečitev poteka te reakcije, smo v reakcijsko zmes dodali prebitek etil 
trifluoroacetata. Potekla bi lahko tudi redukcija 2-acetilfurana (slika 13-b), če bi bil natrij v 
prebitku oziroma ne bi počakali, da povsem reagira z brezvodnim etanolom. Prav tako je 
namesto C-nukleofila možna reakcija z O-nukleofilom (slika 13-c), vendar ta reakcija poteče 
v zelo majhni količini, saj prednostno reagirajo C-nukleofili (20,21). 
 
Slika 13: Strukture možnih stranskih produktov pri Claisenovi kondenzaciji: 1,3-di(furan-
2-il)but-2-en-1-on (a), 1-(furan-2-il)etan-1-ol (b), 2,2,2-trifluoroacetilni furan-2-




5.1.2 DRUGA STOPNJA: Sinteza pirimidinskega obroča (nukleofilna 
adicija s sledečo eliminacijo) 
Druga stopnja sinteze poteka po mehanizmu dvojne nukleofilne adicije s sledečo eliminacijo 
vode. Karbonilni skupini v molekuli 4,4,4-trifluoro-1-(furan-2-il)butan-1,3-diona imata 
vlogo elektrofilnega reakcijskega centra in se vežeta na aminski skupini S-
metilizotiosečnine. Slednji vsebujeta na molekuli dušika nevezan elektronski par, kar 
predstavlja nukleofilni reakcijski center. Po odcepitvi dveh molekul vode nastane 
pirimidinski obroč. (22,23).  
 
Slika 14: Potek 2. stopnje sinteze (sinteza pirimidinskega obroča) po mehanizmu 
nukleofilne adicije s sledečo eliminacijo (23). 
Reakcija je najprej potekala 4 ure pri temperaturi 100°C in ob konstantnem mešanju, nato 
pa smo jo pustili potekati čez noč pri sobni temperaturi. Nastalo oborino smo nato filtrirali 
pod znižanim tlakom. Ker pa je nastala lepljiva oljna snov smo izvedli ekstrakcijo z etil 
acetatom in heksanom v razmerju 1:2 in vodo. Ta kombinacija topil nam je omogočila, da 
smo odstranili ocetno kislino, ki je bila prisotna v zmesi, saj smo jo v reakcijo dodali v 
prebitni količini. Z etil acetatom in heksanom se ocetna kislina ni mešala, zato je zaostala v 
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vodni fazi. Vodno fazo smo še enkrat ekstrahirali, da smo se izognili prevelikim izgubam 
novo nastale spojine. Nato pa smo združene organske faze prenesli v lij ločnik in jih 
ekstrahirali z vodo, potem pa smo jim dodali še nasičeno raztopino NaCl in jih sušili z 
Na2SO4. Odvečno topilo smo odparili pod znižanim tlakom. 
Reakcija je potekala pri visoki temperaturi (100°C), kar ji je zagotovilo dober končni 
izkoristek. V našem primeru je le-ta znašal 71 %. Prav tako se je aromatski heterocikel tvoril 
neposredno, saj smo v reakciji uporabili nukleofilni reaktant S-metilizotiosečnino, ki v svoji 
strukturi vsebuje dvojno vez (23). Če le-te ne bi vsebovala, pa bi bile potrebne dodatne 
reakcije oksidacije, kar bi verjetno vplivalo na dodatne izgube produkta in posledično na 
končni izkoristek sinteze. 
5.1.3 TRETJA STOPNJA: Oksidacija 
V tretji stopnji sinteze je potekla reakcija oksidacije na substituentu na mestu 2 v 
pirimidinskem obroču. Metilsulfidna skupina se je pod vplivom močnega oksidanta Oxone® 
pretvorila v metilsulfonsko skupino. Oxone® je strukturno trojna sol kalijevega 
monopersulfata. Velja za izredno učinkovit in močan oksidant, ki je enostaven za uporabo v 
kemijskih sintezah. Reakcijski pogoji so v primerjavi z ostalimi reagenti, ki se uporabljajo 
za oksidacijo spojin, milejši. Reakcija z njim poteče razmeroma hitro in pri sobni temperaturi 
(24, 25).  
Reakcija je potekala v dveh stopnjah. V prvi se je sulfid pretvoril do sulfoksida tako, da je 
žveplov atom pirimidinskega derivata napadel kisikovega iz molekule Oxone®. Nastal je 
sulfoksid, ki se je po enakem mehanizmu pretvoril do sulfona, le da je ta reakcija potekla 
počasneje (26). 
Po končani reakciji smo nastalo oborino prefiltrirali pod znižanim tlakom. Naš produkt se je 
nahajal v matičnici, zato smo se odvečnih topil znebili z odparevanjem pod znižanim tlakom. 
Temu je sledila prekristalizacija našega produkta iz etanola, s čimer smo ga dodatno očistili. 
Izkoristek reakcije je znašal 57 %. Da je reakcija potekla do konca, smo v reakcijsko zmes 
dodali 3 ekvivalente oksidanta. Dober izkoristek reakcije nam je zagotovila ustrezna izbira 
topil, in sicer vode ter metanola, pri tem pa nam ni bilo potrebno uporabiti nobenih dodatnih 
katalizatorjev. Voda je med drugim omogočila lažji prenos kisika iz Oxone®, saj je zmožna 




Slika 15: Predlagan mehanizem oksidacije in prikaz tvorbe intra in intermolekularnih 
vodikovih vezi (označeno z rdečo črtkano črto). Prirejeno po 25. 
 
5.1.4 ČETRTA STOPNJA: Nukleofilna aromatska substitucija 
V četrti stopnji sinteze smo s pripenjanjem različnih aminov na mesto 2 v pirimidinskem 
obroču sintetizirali končne spojine. Reakcija je potekla po mehanizmu nukleofilne 
aromatske substitucije. Pri tem smo uporabljali različne amine in aminokislinske derivate 
(preglednica I), kot topilo pa brezvodni acetonitril, ki dobro raztaplja širok spekter 
nepolarnih in ionskih spojin (27). Nukleofilna aromatska substitucija je potekla na drugem 
C-atomu pirimidinskega obroča. Ker pirimidinski obroč vsebuje dva dušikova atoma s 
prostima elektronskima paroma, predstavlja le-ta sistem s pomankanjem elektronov ter 
posledično zmanjšano elektronsko gostoto na obroču. Poleg tega vsebuje pirimidin na mestu 
2 tudi dobro izstopajočo skupino potrebno za aktivacijo heteroaromatskega sistema in 
resonančno stabilizacijo. To mesto torej igra vlogo elektrofilnega centra, ki ga napade 
nukleofilni dušikov atom primarnega (sekundarnega) amina. Nato nastane vmesni 
tetraedrični kompleks, ki se stabilizira in omogoči nastanek končnega sekundarnega 




Slika 16: Mehanizem nukleofilne aromatske substitucije. Prirejeno po 29. 
 
5.1.4.1 Modifikacije 4. stopnje sinteze  
Pri nekaterih spojinah smo splošen postopek morali modificirati, zaradi različnih lastnosti 
spojin. V postopku sinteze spojine 10 smo zaradi slabše topnosti dodanega primarnega amina 
v reakcijsko zmes dodali še 10% DMF. Slednjega smo nato po končani reakciji odstranili v 
ekstrakciji z etil acetatom in vodo. Pri tem se je porazdelil v vodno fazo, naš produkt pa je 
ostal v organski fazi. 
Prav tako smo morali pri sintezi spojin 22, 25, 28, 35, 38 v reakcijsko zmes dodati bazo, saj 
so bili ti reagenti v obliki soli, in reakcija z njimi ne bi potekla. Uporabili smo trietilamin ali 
K2CO3, ki smo ga nato iz reakcijske zmesi odstranili z enakim postopkom kot prej omenjeni 
DMF.  
Za sintezo spojine 35 smo kot bazo uporabili K2CO3, zaradi slabše topnosti pa smo reakcijski 
zmesi dodali brezvodni DMF in povišali temperaturo na 80°C. Tu smo se odvečnega K2CO3 
in brezvodnega DMF prav tako znebili z ekstrakcijo. Pri tem smo uporabili vodo ter etil 
acetat in heksan v razmerju 1:1. K2CO3 ter brezvodni DMF sta zaostala v vodni fazi, saj se 
s heksanom, za razliko od vode, ne mešata. 
Zaradi močne vezave spojine 20 na silikagel, smo tudi tu optimizirali postopek. Pri poteku 
kolonske kromatografije smo morali mobilno fazo spremeniti. Zaradi počasne ločbe smo po 
nekem času začeli povečevati delež etil acetata v mobilni fazi. Ker se spojina še vedno ni 
izločila, smo nato v mobilno fazo dodali še metanol. Končno razmerje uporabljenega etil 
acetata in metanola je bilo 9:1. To se je zgodilo zaradi strukture same spojine, saj vsebuje 
terciarni amin in hidroksilno skupino, kar poveča polarnost spojine. Zaradi tega se je močno 






5.1.4.2 Komentar izkoristkov sinteze 4. stopnje  
Izkoristki reakcij četrte stopnje sinteze so se med seboj razlikovali, kar je bilo pričakovano. 
Spojini 8 in 31 sta se razlikovali glede na položaj vezane metoksi skupine na benzenovem 
obroču. Izkoristek reakcije spojine 8 (57 %) je bil višji v primerjavi z spojino 31 (32 %). Iz 
tega sklepamo, da je meta-metoksibenzilaminska skupina, sterično ugodnejša za izvedbo in 
reakcija z njo bolje poteka, kot pa v primeru para substitucije. 
Prav tako se je meta položaj substituenta na aromatskem obroču izkazal za ugodnejšega pri 
spojini 10 , kot pa para pri spojini 13. Izkoristek reakcije sinteze spojine 10 je znašal 64 %, 
pri spojini 13 pa le 41 %. K temu je pripomogel tudi dodatek DMF v reakcijsko zmes spojine 
10, kar je povečalo topnost samemu reagentu, saj terc-butilkarbamatna skupina predstavljala 
veliko sterično oviro. Poleg tega je reakcija sinteze spojine 10 potekala dalj časa, kar prav 
tako pripomore k boljšemu izkoristku. Odstranitev njunih zaščitnih skupin pa je potekala 
bolje pri spojini 14, ki vsebuje terc-butilkarbamatno skupino na para mestu 
(aminometil)benzena. Slednji je para substitucija predstavljala sterično ugodnejši položaj za 
potek reakcije in ji s tem omogočala lažji dostop reagentov za odstranitev zaščitne skupine. 
Spojina 16 je vsebovala na mestu 4 v benzenovem obroču hidroksimetilno skupino, njen 
izkoristek je znašal 54 %. Nekoliko manjši izkoristek je imela spojina 18, in sicer 41 %. 
Slednja je imela hidroksimetilno skupino pripeto na meta položaju na benzenu. Spojini 16 
in 18 sta imeli obe slabši izkoristek kot spojini 8 in 31. Možen razlog za to je, da je OH-
skupina elektron-privlačna in ima večji negativni induktivni efekt, kot pa metoksi skupina, 
zato zmanjša nukleofilnost amina in s tem prispeva k slabšemu poteku reakcije. Na tem 
mestu lahko z njima primerjamo še spojino z bolj elektron-privlačno skupino, karboksilno 
skupino, ki jo vsebuje spojina 28. Slednja zaradi zgoraj navedenih razlogov vodi do 
najslabšega izkoristka, in sicer 13 %.  
Reakcije z aminokislinskimi derivati, so z izjemo spojine 38, ki je imela izkoristek 59 %, 
potekale slabše. Najmanjši izkoristek reakcije je imel metilni ester D-tirozina 35, katerega 
stranska veriga predstavlja veliko sterično oviro, saj vsebuje aromatski obroč, k nižjemu 
izkoristku pa pripomoreta tudi mezomerni in negativni induktivni efekt. Med alifatskimi 
aminokislinami je najboljši izkoristek dosegel ester β-alanina 38 (59 %), sledil mu je ester 
glicina 22 (26 %), najmanjši izkoristek med njimi pa je dosegel ester alanina 25 (16 %). 
Slednji v primerjavi z 38 vsebuje stransko metilno skupino, ki lahko sterično ovira 




5.1.4.3 Zaščita karboksilne skupine  
Pri sintezi končne spojine 35 smo zaradi prisotne karboksilne skupine v molekuli D-tirozina 
(32) izvedli njeno zaščito. S tem smo se izognili morebitni reakciji karboksilata v alkalnem, 
saj bi lahko v reakcijo vstopil kot nukleofil. Kot zaščitno skupino smo uvedli metilni ester, 
saj zanje velja, da so hidrolitsko nestabilni. Hidroksilna skupina velja za slabo izstopajočo, 
zaradi tega smo uvedli elektron privlačno skupino, ki je dobro izstopajoča, in z njeno 
pomočjo povečali elektrofilnost karbonilni skupini. Za to smo uporabili tionil klorid (SOCl2) 
ter sintetizirali kislinski klorid. (30). V ohlajeno reakcijsko zmes (0°C) smo SOCl2 dodajali 
po kapljicah ter v odsotnosti vode, saj je zelo reaktiven. V primeru prisotnosti vode, bi lahko 
z njo burno reagiral in tako povzročil nastanek žveplovega dioksida in HCl. Pri višji 
temperaturi, pa bi lahko razpadel. (20) 
 
Slika 17: Mehanizem pretvorbe karboksilne skupine do kislinskega klorida ter sinteza 
metilnega estra. Prirejeno po 20, 30. 
 
Z nastankom kislinskega klorida smo zmanjšali elektronsko gostoto na karbonilnem ogljiku. 
Slednjega je nato napadel nukleofil, v našem primeru metanol. Reakcija je potekla po 
mehanizmu nukleofilne substitucije, pri kateri je nastal vmesni tetraedrični intermediat. Ker 
je kislinski klorid zelo reaktivna spojina in vsebuje dobro izstopajočo skupino, je nastali 
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intermediat zelo nestabilen. Posledično je tudi potek same reakcije zelo hiter (1,15 h). Tudi 
izkoristek reakcije (91 %) kaže na to, da je reakcija dobro potekla in zaradi tega velja za eno 
najpogosteje uporabljenih metod za zaščito karboksilnih skupin (20).  
5.1.4.4 Odstranitev terc-butil karbamatne (BOC) zaščitne skupine  
Spojinama 10 in 13 smo po končani sintezi odstranili pripeti zaščitni skupini. Terc-butil 
karbamatna (BOC) zaščitna skupina je v obeh primerih delovala kot zaščita za amino 
skupino. Odstranili smo ju pod pogoji acidolize. Reakcijo smo izvajali v argonovi atmosferi 
pri sobni temperaturi, z raztopino 4 M HCl in dioksana (20). Najprej je potekla protonacija 
kisikovega atoma na karbonilni skupini terc-butil karbamata. Temu je sledila premestitev 
vezi in nastanek ter odcepitev terc-butilnega karbokationa. Nastala karbonilna skupina se 
nato ponovno protonira, kar vodi v dekarboksilacijo in nastanek končne spojine (31).  
 
Slika 18: Mehanizem odščite terc-butil karbamatne skupine. Prirejeno po 31. 
Potek reakcije smo spremljali s TLC, saj spojine v obliki soli ostanejo na mestu nanosa in 
ne potujejo po plošči. Zaostalo topilo smo nato odstranili po dveh različnih postopkih. Pri 
spojini 11 smo se topila znebili z odparevanjem pod znižanim tlakom. Izkoristek reakcije je 
znašal 72 %. V primeru spojine 14 pa smo dobili gosto rumeno oborino, ki smo jo filtrirali 
pod znižanim tlakom in sprali z etil acetatom. V tem primeru smo dobili boljši izkoristek, in 
sicer je ta znašal 90 %.  
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Obe reakciji sta potekli selektivno. Zaradi milih pogojev odstranitve zaščitne skupine in 
dobrih končnih izkoristkov reakcije se BOC zaščita na aminih pogosteje uporablja kot pa 
razne amidne zaščite (20).  
5.1.4.5 Odstranitev terc-butilne zaščitne skupine estra 
Spojina 25 je vsebovala terc-butilni ester kot zaščito za karboksilno skupino. Odstranili smo 
z reakcijo acidolize, pri kateri smo uporabili raztopino 4 M HCl in dioksana. Prosti 
elektronski par kisikovega atoma na karbonilni skupini se je protoniral in povzročil nastanek 
karbokationa. Slednji ima boljše elektrofilne lastnosti, zato je dovzetnejši za napad 
nukleofila. Π-vez na karbonilnem C-atomu se pri tem prekine in nastane tetraedrični 
intermediat. Karbonilna skupina se nato deprotonira in nastane karboksilna kislina (32).  
 
Slika 19: Mehanizem odstranitve terc-butilne zaščitne skupine na spojini 25. Prirejeno po 
29. 
Zaradi hidrolitske nestabilnosti estra se je terc-butilna zaščita odstranila pod kislimi pogoji 
selektivno in učinkovito. To je razvidno tudi iz dobljenega izkoristka reakcije, ki je znašal 
71 %. Kot alternativo bi lahko namesto raztopine 4M HCl in dioksana uporabili tudi 
trifluoroocetno kislino. 
5.1.4.6 Odstranitev zaščitne skupine v obliki metilnega in etilnega estra 
Metilni ester je pri spojinah 28, 35 in 38 igral vlogo zaščite za karboksilno skupino. Enako 
vlogo je imel etilni ester pri spojini 22. Obe zaščitni skupini smo odstranili v reakciji z 1 M 
NaOH in 1,4-dioksanom pri sobni temperaturi. Pri tem je potekla alkalna hidroliza estra. 
Karbonilno skupino estra, ki igra vlogo elektrofila, je napadel nukleofilni hidroksilni ion iz 
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baze. Pri tem je prišlo do prekinitve π-vezi in nastanka tetraedričnega intermediata. Temu je 
sledil izstop alkoksida in nastanek karboksilne kisline. Alkoksidni anion ima v reakciji vlogo 
baze in hitro reagira s karboksilno kislino in ji odcepi proton. To je vodilo do nastanka 
karboksilata in alkohola (32).  
 
Slika 20: Primer mehanizma odščite metilne skupine spojine 29. Prirejeno po 32.  
 
Za izolacijo produkta smo v vseh treh primerih izvedli ekstrakcijo z etil acetatom in vodo. 
Pri tem se je naša spojina porazdelila v vodno fazo, v organski fazi pa so ostale nečistoče. 
Vodni fazi smo nato izmerili pH >10, pri katerem je bila spojina v obliki soli. Z dodajanjem 
1 M HCl v vodno fazo po kapljicah, pa se je oborila pri doseženem pH~ 2-3. S filtracijo pod 
znižanim tlakom smo jo izolirali in posušili. Izkoristek reakcije spojine 36 je bil najvišji, in 
sicer 76 %. Temu so sledili izkoristki spojin 39, ki je znašal 65 %, pri spojini 23 pa 48 %, 
nekoliko slabši je bil ta v primeru spojine 29, in sicer le 19 %. Predvidevamo, da je za slabši 
izkoristek pri spojini 29 ključen slab in počasen potek hidrolize. Reakcijo smo pustili 
potekati čez noč, vendar je kljub temu še veliko produkta ostalo nezreagiranega, kar smo 
ugotovili s pomočjo TLC. Zato smo v reakcijsko zmes dodali še 4 M NaOH in jo segrevali 






5.2 REZULTATI BIOKEMIJSKEGA TESTIRANJA 
Biokemijsko testiranje, ki je vključevalo test citotoksičnosti in test, s katerim je bilo 
opredeljeno agonistično in antagonistično delovanje spojin, je bilo opravljeno na 
Farmacevtskemu inštitutu Univerze v Bonnu. Testiranje je bilo izvedeno na celičnih linijah 
HEK-BlueTM hTLR8. Testirani so bili produkti četrte stopnje sinteze. Od tega je bilo sedem 
vmesnih spojin, ki so še vsebovale zaščitno skupino (10, 13, 22, 25, 28, 35, 38), dvanajst 
spojin pa je bilo končnih (8, 11, 14, 16, 18, 20, 23, 26, 29, 31, 36, 39). Vsi testi so se izvedli 
v treh ponovitvah. 
MTT test je bil uporabljen za opredelitev citotoksičnosti spojin. Vse spojine so bile testirane 
pri koncentracijah 25 µM in 50 µM. Rezultati testa so pokazali, da spojini 11 in 14, ki 
vsebujeta na mestu 2 (R2) pirimidina benzenov obroč substituiran z aminometilno skupino, 
izkazujeta izrazito citotoksičnost pri 50 µM, pri 25 µM pa le-te ni več mogoče zaznati. 
Spojine 20, 23, 25, 29 in 36 izkazujejo rahlo citotoksičnost, medtem ko je pri ostalih spojinah 
viabilnost nad približno 80 % in jih obravnavamo kot necitotoksične (slika 21).  
 
Slika 21: Rezultati preliminarnega testa citotoksičnosti pri dveh koncentracijah – 25 µM in 
50 µM. Prikazan je odstotek sposobnosti preživetja celic (os y) tretiranih s spojinami (os 
x). DMSO - kontrola citotoksičnosti (10% v/v). 
Antagonistično delovanje je bilo testirano pri dveh koncentracijah spojin, in sicer 10 µM in 
25 µM. Pozitivno kontrolo je v tem primeru predstavljal ODN2088, negativno pa 0,1 % 
DMSO. Celice so bile najprej tretirane z ODN2088 ali pa posamezno spojino v koncentraciji 






















inkubaciji je bil izveden kolorimetrični encimski test. Embrionalna alkalna fosfataza se je 
sprostila v primeru, da je spojina spodbudila delovanje TLR8. To je bilo preverjeno s 
pomočjo kolorimetričnega substrata QUANTI-blueTM. V primeru sprostitve SEAP se je 
barva substrata spremenila iz rožnate v modro-vijolično, intenziteta barve pa je bila 
sorazmerna količini sproščene SEAP ter s tem njeni aktivnosti (33). Absorbanca je bila 
izmerjena pri 620 nm. Podobno so izvedli test agonističnega delovanja, pozitivno kontrolo 
pa je zopet predstavljal TLR8 agonist (TL8-506). 
 
Slika 22: Rezultati preliminarnega testa antagonističnega delovanja pri dveh 
koncentracijah – 10 µM in 25 µM. Prikazana je intenziteta absorbance pri 620 nm (y os) 
testiranih spojin (x os). Negativno kontrolo predstavlja DMSO (0,1 % v/v). TL8-506 
predstavlja agonist TLR8 (c = 0,6 µM). ODN2088 pa predstavlja antagonist TLR8 (c = 1,0 
µM). 
Rezultati testov so pokazali, da nekatere izmed testiranih spojin izkazujejo antagonistično 
delovanje, nobena izmed njih pa ne izkazuje agonističnega delovanja. Najmočnejše 
antagonistično delovanje izkazujeta spojini 14 in 16, predvsem pri koncentraciji 25 µM. 
Sledi jima spojina z malo manj izraženim antagonističnim delovanjem, to je spojina 11. 
Šibko antagonistično delovanje pa izkazujejo tudi spojine 13, 28, 31 in 35. Pri ostalih 
spojinah je razlika v odzivu med različnima koncentracijama zelo majhna. Iz tega lahko 
sklepamo, da nimajo bistvenega vpliva na antagonistično delovanje.  
Spojini 14 in 16 v primerjavi z ostalimi spojinami delujeta najmočnejše antagonistično, 
vendar spojino 14 zaradi njene izrazite citotoksičnosti v nadaljnje določanje IC50 vrednosti 
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koncentracijo, ki je potrebna, da bo zmanjšala nek biološki učinek za polovico (34). 
Vrednost IC50 smo tako izmerili le spojini 16, ki je znašal 8,2 µM. S tem smo dokazali, da 
je spojina 16 izredno učinkovita že pri nizkih koncentracijah ter predstavlja potencialno 
spojino za nadaljnje študije antagonističnega delovanja na TLR8. 
 
Slika 23: Rezultati meritve IC50 za spojino 16: Prikazana je absorbanca izmerjena pri 620 
nm (y os) v odvisnosti od logaritma koncentracije spojine 16 (x os). Določen IC50 za 
spojino 16 znaša 8,2 µM.  
 
5.3 ODNOS MED STRUKTURO IN DELOVANJEM SPOJIN 
(SAR) 
Na podlagi dobljenih rezultatov testiranih spojin lahko potrdimo, da antagonistično 
delovanje dosežejo spojine, ki imajo v svoji strukturi na mestu 2 (R2) pirimidina preko amina 
pripet benzenski obroč (11, 14, 16). Tudi vse ostale spojine, ki so kazale šibko antagonistično 
delovanje ga vsebujejo v svoji strukturi (13, 28, 31, 35). Ta naj bi bil na tem mestu ključen 
za doseganje dobre selektivnosti in optimalne vezave, saj predstavlja planarno, nepolarno 
strukturo, ki lahko tvori π-π interakcije. Do teh spoznanj so prišli že Šribar in sod. (14), ki 
so v svoji študiji ugotavljali, da mora spojina na mestu 2 (R2) pirimidina vsebovati aromatske 
substituente, ki so sposobni tvoriti π-π ter hidrofobne interakcije z vezavnim mestom TLR8, 
da bo spojina lahko delovala antagonistično. 
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Spojina z najmočnejšim antagonističnim delovanjem je 16, ki v svoji strukturi poleg 
aromatskega obroča vsebuje tudi pripeto hidroksilno skupino. Le-ta ima elektron-donorski 
značaj omogoča pa tudi tvorbo dodatnih vodikovih vezi. Kot je bilo že v preteklosti 
ugotovljeno (35) tak tip spojin poveča jakost antagonističnega delovanja. 
Pri tem pa ne gre zanemariti tudi vpliva položaja pripetega substituenta na aromatski obroč. 
Če primerjamo spojini, ki imata aromatski obroč substituiran s hidroksimetilno skupino, 
razlikujeta pa se le v položaju substitucije, močnejše antagonistično delovanje doseže 
spojina 16 s para substitucijo, na pram meta substituciji pri spojini 18. Do podobne 
ugotovitve pridemo tudi pri spojinah 11 in 14, ter 8 in 31, ki imajo aromatski obroč 
substituiran z enakimi substituenti, razlikujejo se le v para/meta položaju. Tudi tu v obeh 
primerih močnejše antagonistično delovanje izkazujeta spojini s para substitucijo (14, 31). 
Iz tega lahko sklepamo, da je za močno antagonistično delovanje potrebna para substitucija 
na aromatskem obroču. 
Antagonističnega delovanja pa nismo uspeli zaslediti pri spojinah 22, 23, 25, 26, 38, 39, ki 
v svoji strukturi na mestu 2 pirimidina vsebujejo alifatske substituente. S tem potrjujemo 
ugotovitve Šribarja in sod. (14), da alifatski substituenti vezani na R2 pirimidina ne 
izkazujejo antagonističnega delovanja. To naj bi bilo zaradi njihove neustrezne velikosti, saj 
so premajhni in niso sposobni optimalno zasesti vezavnega mesta, kot jim to omogočajo 
aromatski substituenti. Prav tako antagonističnega delovanja ni bilo moč zaznati pri spojini 
20, ki sicer vsebuje hidroksimetilno skupino, vendar le-ta ni vezana na aromatski obroč, pač 












Derivate 4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amina smo pripravili v sklopu štiri-
stopenjske sintezne poti. Naši izhodni spojini sta bili 2-acetilfuran in etil trifluoroacetat. 
Slednja sta s pomočjo Claisenove kondenzacije omogočila nastanek resonančno 
stabiliziranega enolatnega aniona, s katerim smo nato ob dodatku S-metilizotiosečnine 
uspeli sintetizirati pirimidinski obroč. Temu je sledila oksidacija sulfidne skupine do 
sulfonske. V zadnji stopnji pa je sledilo pripenjanje različnih aminskih in aminokislinskih 
derivatov na mesto 2 pirimidinskega obroča. S tem nam je uspelo sintetizirati 12 novih 
derivatov 4-(furan-2-il)-6-(trifluorometil)pirimidin-2-amina. 
Biokemijsko testiranje je bilo opravljeno na Farmacevtskem inštitutu Univerze v Bonnu, 
kjer so bile testirane vse naše končne ter nekatere vmesne spojine. Rezultati so pokazali, da 
sedem spojin izkazuje antagonistično delovanje na TLR8. Najmočnejše antagonistično 
delovanje je izkazala spojina 16, kateri je bila določena tudi vrednost IC50, ki je znašala 8,2 
µM. Zelo obetavne rezultate je kazala tudi spojina 14, vendar je zaradi njene izrazite 
citotoksičnosti nismo vključili v nadaljnje določevanje IC50.  
Na podlagi znanih rezultatov biokemijskega testiranja in strukturnih značilnosti smo 
opredelili tudi SAR. Za najbolj učinkovite spojine so se izkazale spojine, ki so na mestu 2 
pirimidinskega obroča vsebovale benzenov obroč (11, 13, 14, 16, 28, 31, 35). Aromatska 
struktura omogoča tvorjenje π-π ter hidrofobnih interakcij z vezavnim mestom TLR8 in ima 
ključno vlogo pri zagotavljanju antagonističnega delovanja. Jakost antagonističnega 
delovanja je odvisna tudi od položaja substitucije na benzenovem obroču, in sicer mora biti 
le-ta substituiran na para mestu, da se doseže močnejše delovanje. Prav tako je za 
antagonistično delovanje pomembna tudi narava substituenta, ki je pripet na para mesto na 
benzenovem obroču. Na tem mestu je daleč najmočnejše delovanje dosegla hidroksimetilna 
skupina (spojina 16), ki je elektron-donorska in omogoča tvorjenje dodatnih vodikovih vezi, 
kar je še ojačalo antagonistično delovanje. 
Iz vseh pridobljenih rezultatov lahko zaključimo, da je spojina 16 zelo perspektivna, saj 
deluje antagonistično že v nizkem mikromolekularnem območju in ne izkazuje 
citotoksičnosti. Zaradi tega predstavlja temelj za nadaljnja podrobnejša raziskovanja njene 





1. Zadnik, V., Primic-Žakelj, M. (2018). Onkološka epidemiologija. Strojan, P., Hočevar, 
M. (ur.), Onkologija (69-83). Ljubljana: Onkološki inštitut Ljubljana. 
2. Pahor, A. (2012). Autoimmune diseases: a diagnostic challenge. Acta medico-
biotehnica, 5(1), 24-31.  
3. Premveer Reddy, G., Lekkala Reddy, V., Sahn‐Ho, K. (2019). Cancer Biology and 
Pathology. Stein, G.S. and Luebbers, K.P. (Editor), Cancer: Prevention, Early 
Detection, Treatment and Recovery (15-52). New Jersey: Wiley-Blackwell. 
4. Novaković, S. (2018). Kancerogeneza. Strojan, P., Hočevar, M. (ur.), Onkologija (38-
56). Ljubljana: Onkološki inštitut Ljubljana. 
5. Pirkmajer, S. (ur.). (2017). PATOLOŠKA fiziologija: učbenik za študente farmacije. 
Ljubljana: Medicinska fakulteta, Inštitut za fiziologijo patološko fiziologijo. 
6. Liu, M. and Guo, F. (2018). Recent updates on cancer immunoteraphy. Precision 
Clinical Medicine, 1(2), 65-74. 
7. Kumar, V. (2018). Toll-like receptors in immunity and inflammatory diseases: Past, 
present and future. International Immunopharmacology, 59, 391-412. 
8. Larange, A., Antonios, D., Pallardy, M., Kerdine-Römer, S. (2009). TLR 7 and TLR 8 
agonists trigger different signaling pathways for human dendritic cell maturation. 
Journal of Leukocyte Biology, 85, 673-683. 
9. Dolšak, A., Švajger, U., Lešnik, S., Konc, J., Gobec, S., Sova, M. (2019). Selective 
Toll-like receptor 7 agonists with novel chromeno[3,4-d]imidazol-4(1H)-one and 2-
(trifluoromethyl)quinoline/quinazoline-4-amine scaffolds. European Journal of 
Medicinal Chemistry, 179, 109-122. 
10. Wang, X., Smith, C., Yin, H. (2013). Targeting Toll-like receptors with small molecule 
agents. Chemical Society Review, 42, 4859-4866. 
11. Hennessy, E.J., Parker, A.E., O'Neill, L.A.L. (2010). Targeting Toll-like receptors: 
emerging therapeutics?. Nature reviews drug discovery, 9, 293-307.   
12. Brown, J., Wang, H., Hajishengallis, G.N., Martin, M. (2011). TLR-signaling 
networks. Journal of Dental Research, 90(4), 417-427. 
13. Monk, B.J., Facciabene, A., Brady, W.E., Aghanajian, C.A., Fracasso, P.M., Walker, 
J.L. et al. (2017). Integrative Development of a TLR 8 agonists for Ovarian Cancer 
Chemoimmunoteraphy. Clinical Cancer Research, 23, 1955-1966. 
63 
 
14. Šribar, D., Grabowski, M., Murgueitio, M.S., Bermudez, M., Günther, W., Wolber, G. 
(2019). Identification and characterization of a novel chemotype for human TLR 8 
inhibitors. European Journal of Medicinal Chemistry, 179, 744-752. 
15. Kaczanowska, S., Joseph, A.M., Davila, E. (2013). TLR agonists: our best frenemy in 
cancer immunoteraphy. Journal of Leukocyte Biology, 93(6), 847-863. 
16. Evans, T.J., Bess, S.L., Mwakwari, C.S., Livesay, M.T., Li, Y., Cybulski, V., Johnson, 
D.A., Bazin, H.G. (2019). Synthetic Toll-like Receptors 7 and 8 Agonists: Structure-
Activity Relationship in the Oxoadenine Series. ACS Omega, 4(13), 15665–15677. 
17. Bazin, H.G., Bess, L.S., Livesay, M.T., Li, Y., Cybulski, V., Miller, S.M. et al. (2020). 
Optimization of 8-Oxoadenines with toll-like receptor 7 and 8 activity. Bioorganic and 
Medicinal Chemistry Letters, 30, 15665-15677.  
18. Zhang, S., Hu, Z., Tanji, H., Jiang, S., Das, N., Li, J. et al. (2018). Small-molecule 
inhibition of TLR8 through stabilization of its resting state. Nature Chemical Biology, 
14, 58-64. 
19. Hu, Z., Tanji, H., Jiang, S., Zhang, S., Koo, K., Chan, J. et al. (2018). Small-Molecule 
TLR8 Antagonists via Structure-Based Rational Design. Cell Chemical Biology, 25, 
1286-1291.  
20. Anderluh, M., Mravljak, J., Predih, A., Sova, M., Pečar, S. (2010). Farmacevtska 
Kemija ӀӀӀ: Vaje in Seminarji. Ljubljana: Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo. 
21. Acylation at carbon Claisen ester condensation (2012). ChemTube3D. Pridobljeno 24. 
8. 2020 iz https://www.chemtube3d.com/acylation-at-carbon-claisen-ester-
condensation/ 
22. Požgan, F., Štefane, B. (2013). Uvod v laboratorijsko organsko kemijo. Ljubljana: 
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo. 
23. Synthesis of Pyrmidine (1987). ChemTube3D. Pridobljeno 21. 8. 2020 iz 
https://www.chemtube3d.com/hetpyrimidine/ 
24. Bagherzadeh, M. (2003). Tris[(2-oksazolinyl)phenolato]manganese(III) as catalyst for 
mild and efficient oxdation of sulfides to sulfones with Oxone®. Journal of Chemical 
Research, 765-767. 
25. Evans, T.J., Bess, S.L., Mwakwari, C.S., Livesay, M.T., Li, Y., Cybulski, V., Johnson, 
D.A., Bazin, H.G. (2019). Synthetic Toll-like Receptors 7 and 8 Agonists: Structure-
Activity Relationship in the Oxoadenine Series. ACS Omega, 4(13), 15665–15677. 
64 
 
26. Oksidacija sulfidov do sulfoksidov in sulfonov (2016). ChemgaPedia. Pridobljeno 26. 
8. 2020 iz http://www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/en/ch/2/vlu/ 
oxidation_reduktion/sulf_oxi.vlu.html 
27. Acetonitrile (2020). PubChem. Pridobljeno 14. 8. 2020 iz 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acetonitrile 
28. Baiazitov, R., Du, W., Lee, C.S., Hwang, S., Almstead, N.G., Moon, Y.C. (2013). 
Chemoselective Reactions of 3,4-Dichloro-2-(methylsulfonyl)pyrimidine and Related 
Electrophiles with Amines. Synthesis, 45, 1764-1784.  
29. Svete, J. Gradivo za pripravo predavanj iz Organske kemije. Neobjavljeno delo. 
30. Conversion of carboxcylic acids to acid chlorides (2019). LibreTexts. Pridobljeno 28. 
8. 2020 iz https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic_Chemistry/ 
Supplemental_Modules_(Organic_Chemistry)/Carboxylic_Acids/Reactivity_of_Carb
oxylic_Acids/Conversion_of_carboxylic_acids_to_acid_chlorides 
31. Han, G., Tamaki, M., Hruby, V.J. (2001). Fast, efficient and selective deprotection of 
the tert-butoxycarbonyl (Boc) group using HCl/dioxane (4 M). Journal of Peptide 
Research, 58 (4), 338-341. 
32. Hydrolysis of Esters (2006). Organic Chemistry On-Line Learning Center. Pridobljeno 
20. 8. 2020 iz http://www.chem.ucalgary.ca/courses/350/Carey5th/Ch20/ch20-3-3-
1.html 
33. Quanti-BLUE Invivogen. FisherScientific. Pridobljeno 20. 2. 2021 iz 
https://www.fishersci.com/shop/products/quanti-blue/nc9711613 
34. IC50. GraphPad. Pridobljeno 20. 2. 2021 iz https://www.graphpad.com/ 
support/faq/50-of-what-how-exactly-are-ic50-and-ec50-defined/ 
35. Tekavec, S. (2020). Sinteza 2-substituiranih derivatov 4-(furan-2-il)-6-
(trifluorometil)pirimidina z antagonističnim delovanjem na Tollu podobni receptor 8. 
Magistrsko delo. Ljubljana: Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo. 
